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Resumo

O Cloridrato de Biperideno (BPR) é um farmaco indicado como adjuvante no tratamento da
doenca de Parkinson, auxiliando no controle de sintomas como tremores e rigidez muscular.
Entretanto, 0 mesmo apresenta importantes efeitos colaterais, além de baixa solubilidade em agua
e efeito de primeira passagem, causando limitacGes quanto a biodisponibilidade. Uma forma de
contornar estas limitacdes é a associacao do farmaco com ciclodextrinas (CDs) de forma a se obter
sistemas supramoleculares do tipo hdspede-hospedeiro. Assim, no presente trabalho os sistemas
supramoleculares estabelecidos por interacbes ndo covalentes, formados pela associacdo das
moléculas hospedes, B-ciclodextrina (BCD) e Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), com o
farmaco BPR, foram investigados. Os compostos de inclusao no estado sélido para ambos sistemas
(BCD:BPR ¢ HPBCD:BPR) foram preparados por liofilizacdo e caracterizados previamente por
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR-ATR). Em solucéo utilizou-se, a
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), para a obtencao dos coeficientes estequiométricos (n),
das constantes de associacdo (Ka) e 0s parametros termodinamicos envolvidos no processo, e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) para a confirmacdo da inclusdo. Ainda
em solugéo, o diagrama de solubilidade de fase foi utilizado para estudar o comportamento do
processo de inclusdo sob a solubilidade do BPR. De acordo com os resultados de ITC o processo
de formacdo dos compostos de inclusdo, tanto do sistema HPBCD:BPR quanto do sistema
BCD:BPR, foi espontaneo e exotérmico, porém, o ultimo obteve uma maior K, indicando
interagBes mais fortes entre as espécies. Além disso, os resultados de ITC indicaram valores de n
correspondentes a uma estequiometria 1:1 para o sistema BCD:BPR enquanto que para o sistema
HPBCD:BPR foram observados valores fracionados de n, sugerindo a formacdo de equilibrios
maltiplos em solugdo. J& os mapas de correlagcdo 2D-ROESY permitiram confirmar a incluséo do
BPR em ambos sistemas, e também mostram a existéncia de interagcdes mais fortes entre 0 BPR e
a BCD. De forma adicional, os estudos de solubilidade indicaram que a solubilidade dos compostos
de inclusdo € superior a do farmaco BPR livre, vide o perfil de solubilidade do tipo AL obtido para

os dois sistemas em estudo.

Palavras-chaves: Ciclodextrinas; Cloridrato de Biperideno; Compostos de Inclusdo; Sistemas

Supramoleculares.



Abstract

Biperiden Hydrochloride (BPR) is a drug indicated as an adjuvant in the treatment of Parkinson’s
disease, assisting in managing symptoms such as tremors and muscle stiffness. However, it has a
large amount of side effects, in addition to low water solubility and first-pass effect, limiting its
bioavailability. One way to overcome these limitations is the use of an association of the drug with
cyclodextrins (CDs) in supramolecular host-guest systems. Thus, in the present work,
supramolecular systems linked by non-covalent interactions, formed by the association of guest
molecules, B-cyclodextrin (BCD) and Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin (HPBCD), with the drug
BPR, were investigated. Solid state inclusion compounds for both systems (BCD:BPR e
HPBCD:BPR) were prepared by lyophilization and characterized previously by infrared absorption
spectroscopy (FTIR-ATR). In solution, isothermal titration calorimetry (ITC) was used to obtain
the stoichiometric coefficients (n), the association constants (Ka) and the thermodynamic
parameters involved in the process. Still in solution the phase solubility diagram was utilized to
study the inclusion process on the solubility of the BPR. According to the ITC results, the
formation process of inclusion compounds, both the HPBCD:BPR and the BCD:BPR system, was
spontaneous and exothermic, however, the latter obtained a higher Ka, indicating stronger
interactions between species. Furthermore, the ITC results indicated values of n corresponding to
a 1:1 stoichiometry for the BCD:BPR system while for the HPBCD:BPR system fractional values
of n were observed, suggesting the formation of multiple equilibria in solution. The 2D-ROESY
correlation maps confirmed the inclusion of BPR for both systems, and also demonstrated the
existence of stronger interactions between BPR and BCD. Additionally, solubility studies indicated
that the solubility of inclusion compounds is superior in comparison with the free BPR drug, taking

by example the AL-type solubility profile obtained for the two systems under study.

Keywords: Cyclodextrins; Biperiden Hydrochloride; Inclusion Compounds; Supramolecular

Systems.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson, descrita pela primeira vez em 1817 pelo médico britanico James
Parkinson, é uma doenca neurodegenerativa cronica e progressiva, causada pela degeneracao do
neurotransmissor dopamina, na parte compacta da substancia negra. A perda dos neurénios
dopaminérgicos comeca uma década ou mais antes do aparecimento efetivo dos sintomas, e essa
perda continua de modo permanente. As manifestacfes clinicas comecam a aparecer com a
degeneracdo de 70 a 80 % dos neurdnios dopaminérgicos, resultando em distdrbios do sistema
motor como, por exemplo, rigidez muscular, tremor em repouso, bradicinesia e instabilidade
postural (NELSON, BERCHOU e LEWITT, 2005; STANDAERT e GALANTER, 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a doenca de Parkinson é a segunda
doenca neurodegenerativa mais prevalente no mundo, afetando cerca de 1 % da populagédo mundial
acima de 65 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006). Este € um disturbio tipico da
terceira idade e 0os mecanismos subjacentes a destruicdo dos neurdnios dopaminérgicos na doenca
de Parkinson ainda néo estéo totalmente elucidados. A etiologia da doenca de Parkinson na maioria
dos pacientes é multifatorial, apresentando contribuicbes de fatores tanto genéticos quanto
ambientais (NELSON, BERCHOU e LEWITT, 2005; STANDAERT e GALANTER, 2014).

Todos os tratamentos atualmente disponiveis sdo sintomaticos, ou seja, eles tratam os
sintomas, mas nao alteram o processo degenerativo dos neurdnios dopaminérgicos. Desta forma,
as intervencdes farmacologicas, utilizadas recentemente, visam & restauracdo dos niveis de
dopamina no cérebro. Entretanto, farmacos que nao afetam diretamente as vias dopaminérgicas,
também sdo usados no tratamento da doenca de Parkinson, como, por exemplo, o anticolinérgico
Cloridrato de Biperideno. (NELSON, BERCHOU e LEWITT, 2005; STANDAERT e
GALANTER, 2014).

1.1.1. Cloridrato de Biperideno

O Cloridrato de Biperideno (Figura 1.1), denominado neste texto de BPR, é um farmaco

anticolinérgico, de acdo predominantemente central, indicado para o tratamento da doenca de
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Parkinson, auxiliando no controle de sintomas como tremores e rigidez muscular (AKINETON®,
2019). Ele é um p6 cristalino branco, pouco soltvel em agua (0,0043 g.mL* a 25 °C), com férmula
molecular C21H3CINO e massa molecular de 347,9 g.mol* (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2017).

. HCI

Figura 1.1 — Formula estrutural do Cloridrato de Biperideno (BPR).

A via de administracao desse farmaco € oral, sendo comercializado em comprimidos de
2 e 4 mg, e a maior dose a ser administrada, descrita em bula, € de 16 mg/dia. O BPR é rapidamente
absorvido, mas sua biodisponibilidade é de aproximadamente 33 % (AKINETON®, 2019). A baixa
biodisponibilidade do fa&rmaco pode estar associada ao metabolismo de primeira passagem no
figado, uma vez que os farmacos administrados por via oral estdo sujeitos a esse fenémeno. Nesse
processo, as enzimas hepaticas podem inativar uma fracao do farmaco ingerido antes que ele atinja
a circulagdo sisttmica, o que pode diminuir significativamente a biodisponibilidade (LA
MATTINA e GOLAN, 2014).

Farmacos anticolinérgicos como o BPR apresentam varios efeitos adversos, tais como,
boca seca, visdo turva, tontura, fadiga, nausea, constipacdo, retencdo urindria, insbnia, agitacao,
confusdo, ansiedade, disturbios de memoria, dentre outros (NELSON, BERCHOU e LEWITT,
2005; AKINETON®, 2019).

Uma vez que o farmaco supracitado apresenta uma grande quantidade de efeitos
colaterais associados & administracdo por via oral, e considerando a baixa solubilidade do mesmo

e o efeito de primeira passagem, o que causa limitagdes quanto a biodisponibilidade, estudos
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envolvendo a associacdo do Cloridrato de Biperideno e ciclodextrinas podem se tornar uma

alternativa interessante no contexto da Quimica Supramolecular.

1.2.  Quimica Supramolecular

A Quimica Supramolecular é frequentemente definida como a “quimica além da
molécula”, termo este proposto por Jean-Marie-Lehn, Prémio Nobel em 1987. Juntamente com 0s
pesquisadores Donald J. Cram e Charles J. Pedersen, Lehn mostrou que, assim como existe um
campo da Quimica baseado em moléculas individuais formadas pela associacdo de atomos atraves
de ligacBes covalentes, também existe o campo da Quimica Supramolecular. Esse campo é
dedicado aos estudos das supermoléculas, ou seja, entidades de maior complexidade resultantes
da associacdo de duas ou mais espécies mantidas juntas por forcas intermoleculares. As interacdes
eletrostéticas, interacdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, séo
interagdes intermoleculares que podem estar presentes em um determinado sistema
supramolecular (LENH, 1978; DODZIUK, 2002; KATSUHIKO e KUNITAKE, 2006).

Alguns exemplos de sistemas supramoleculares podem ser citados, como a unido entre
duas fitas de DNA por liga¢des de hidrogénio das bases nitrogenadas e por interacoes eletrostaticas
entre os grupos fosfato; o enovelamento de uma proteina em sua conformacédo nativa, resultado
das interacGes entre os diversos residuos de aminoacidos; micelas que sdo formadas por agregados
de moléculas anfipaticas unidas por forcas de Van der Waals (UHLENHEUER; PETKAU e
BRUNSVELD).

Segundo Katsuhiko e Kunitake (2006), a Quimica Supramolecular pode ser dividida em
trés partes:

1) A quimica associada ao reconhecimento molecular — consiste na capacidade de uma
molécula em reconhecer outra molécula e interagir com esta de forma especifica por meio
de interacGes ndo covalentes. Esse principio foi proposto por Emil Fisher em 1894, antes
mesmo de a Quimica Supramolecular ser reconhecida como ciéncia, e foi baseado no
mecanismo pelo qual uma enzima reconhece e interage de uma forma particular com um
substrato especifico, o que é comumente chamado de chave-fechadura.

2) A quimica dos agregados moleculares — consiste na associagdo de diferentes sistemas

supramoleculares independentes, formando um novo composto supramolecular de alta
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massa molecular. Esse novo composto, apresenta propriedades especificas e distintas das
mesmas presentes nos sistemas isolados de origem.

3) A quimica dos sistemas hdspede-hospedeiro — abrange compostos que sdo formados a
partir da interacdo de uma molécula hospede na cavidade da molécula hospedeira
mediante forcas intermoleculares formando uma sO estrutura. Tais compostos sdo
denominados compostos de inclusdo, e embora esses sistemas sejam estabilizados por
forcas relativamente fracas, quando comparadas as ligacdes covalentes, o efeito somado
resulta em uma forte interacéo entre o hospede e o hospedeiro.

Atualmente sdo conhecidos diferentes sistemas supramoleculares envolvendo moléculas
hospedes e hospedeiras na formacdo de compostos de inclusdo com o intuito de modificar
propriedades fisico-quimicas da molécula hdspede, tais como solubilidade, alterar sabores
indesejaveis, diminuir efeitos colaterais de farmacos, dentre outros. Esses sistemas sdo aplicados
em diversos segmentos como na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica (HEDGES, 1998;
DAVIS e BREWSTER, 2004).

Dos segmentos supracitados destaca-se o setor farmacéutico, na qual estudos vém sendo
realizados com o intuito de aplicar sistemas supramoleculares do tipo hdspede-hospedeiro na
liberacdo de farmacos, com a finalidade de modular mecanismos de liberacdo, melhorar a absorcao
e aumentar a estabilidade de farmacos (PASSOS et al.,, 2012; DE PAULA et al., 2012;
NAMGUNG et al., 2014; ZHOU et al., 2019; BAl et al., 2021).

Dentre as moléculas hospedeiras empregadas em sistemas supramoleculares na liberacao
de farmacos, encontram-se as ciclodextrinas. As ciclodextrinas sdo capazes de formar compostos
de inclusdo com um grande nimero de farmacos, modificando suas propriedades fisico-quimicas
e biofarmacéuticas (DAVIS e BREWSTER, 2004; KOLESNICHENKO e ANSLYN, 2017). O
uso dessas moléculas na liberacdo de farmacos tem apresentado resultados satisfatdrios nos
altimos anos, sendo que cerca de 30 medicamentos ja sdo comercializados utilizando diferentes
ciclodextrinas como excipiente nas mais variadas rotas de administracdo, destacando-se a
administracdo por via oral. Dentre os medicamentos aprovados para a comercializacdo, que
possuem ciclodextrinas como excipientes e sdo administrados por via oral, pode-se citar como
exemplos, os anti-inflamatorios CICLADOL® (piroxicam betaciclodextrina) e MAXSULID®

(nimesulida betaciclodextrina), comercializados no Brasil, e o antifingico SPORANOX®
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(itraconazol hydroxypropyl betacyclodextrin), comercializado no continente europeu e nos
Estados Unidos da América (LOFTSSON e DUCHENE, 2007).

1.3. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) pertencem a classe dos oligossacarideos ciclicos e sdo formadas
pela unido de unidades glicosidicas, as quais, cada mondmero, possuem conformacao de cadeira e
suas unidades sdo unidas por ligagdes do tipo a (1-4) (Figura 1.2). As principais CDs naturais sdo
conhecidas como a-, - e y-ciclodextrina, compostas de 6, 7 e 8 unidades de glicosidicas,
respectivamente. As CDs naturais supracitadas sdo atualmente obtidas através da digestdo
enzimatica do amido pela ciclodextrina glicosil tranferase (CGTase). Esta enzima é mais seletiva
do que as usadas anteriormente, o que possibilita 0 uso das CDs como excipientes farmacéuticos.
Adicionalmente, outras caracteristicas das principais CDs naturais estdo descritas na Tabela 1.1
(SZEJTLI, 1998; DEL VALLE, 2004; DAVIS e BREWSTER, 2004; LOFTSSON e DUCHENE,
2007, SANTOS et al., 2021).
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Figura 1.2 — Representacdo estrutural: (a) B-ciclodextrina; (b) monémero glicosidico com
respectiva identificacdo dos hidrogénios e carbonos.
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Tabela 1.1 — Caracteristicas adicionais das principais ciclodextrinas naturais.

Caracteristica aCD BCD yCD
NUmero de unidades glicosidicas 6 7 8
Massa molecular (g.mol™) 972 1135 1297
Solubilidade em agua, a 25°C (g.L'l) 145,0 18,5 232,0
Diametro da cavidade (A) 4,7 6,0 75
Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5
Altura (A) 7.9 7.9 7.9

Além das CDs naturais, CDs modificadas quimicamente também podem ser preparadas
por diferentes rotas sintéticas, com o intuito de se obter moléculas com diferentes propriedades
fisico-quimicas, considerando o produto final que se almeja. De uma forma geral, CDs
modificadas sdo obtidas através da substituicdo dos hidrogénios das hidroxilas ligadas ao carbono
C6 pelo grupo substituinte de interesse, tais como etila, sulfobutila e hidroxipropila (KHAN et al.,
1998; DODZIUK, 2002). Segundo Szejtli (2004), Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) é uma
das CDs modificadas mais relevantes no setor farmacéutico, uma vez que ela é mais solvel em
dgua (> 600 g.L ™ a 25 °C) e apresenta menor toxidade quando comparada a precursora fCD. A
HPBCD ¢ encontrada como excipiente em composi¢cdes farmacéuticas ja comercializadas, e
aprovada para o uso em formulagGes com administracdo por via oral e intravenosa (IRIE e
UEKAMA, 1997; SZEJTLI, 2004; BREWSTER e LOFTSSON, 2007).

A partir de dados de cristalografia de raios X, foi observado que, devido as ligagdes
glicosidicas, as CDs possuem uma estrutura relativamente rigida, ocasionando uma geometria
comumente descrita como sendo de um cone truncado. Estruturalmente, as CDs apresentam as
hidroxilas secundarias, ligadas ao carbono C2 e C3, e a hidroxila primaria ligada ao carbono C6,
voltadas para o exterior da molécula, o que confere um carater hidrofilico a regido externa da
mesma. Ja no interior da CD estao presentes os hidrogénios H3 e H5, juntamente com 0s oxigénios
do grupo C-O-C, o que confere um carater hidrofobico na cavidade da molécula, permitindo que

moléculas hidrofobicas sejam incluidas nesta cavidade, sendo que o tamanho da cavidade varia
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conforme o numero de unidades glicosidicas presentes. Tal caracteristica proporciona a essas
moléculas a capacidade de formar compostos de inclusdo com uma ampla variedade de moléculas
hospedes (DAVIS e BREWSTER, 2004; DEL VALLE, 2004; KOLESNICHENKO e ANSLYN,
2017).

Como mencionado anteriormente, uma das maiores areas de interesse de pesquisa € a
busca por sistemas de liberacdo de farmacos, uma vez que algumas moléculas usadas em
formulagBes farmacéuticas ndo séo tdo eficazes devido a baixa solubilidade, baixa absorc¢do ou
ainda a efeitos colaterais associados ao seu uso. Desta forma, o uso de sistemas supramoleculares
como os compostos de inclusio com CD é uma alternativa de grande relevancia no
desenvolvimento e na melhoria de formulagdes farmacéuticas para liberacdo de farmacos. As CDs
sdo capazes de aumentar a solubilidade de um farmaco pouco sollvel, acarretando no aumento de
sua biodisponibilidade, de aumentar a sua estabilidade, bem como reduzir efeitos colaterais do
farmaco apos a inclusdo (DEL VALLE, 2004; LOFTSSON e DUCHENE, 2007).

No processo de formacdo de um composto de inclusdo ocorre, primeiramente, a saida das
moléculas de agua do interior da cavidade da CD e em seguida a inclusdo, total ou parcial, da
molécula hospede no interior dessa cavidade. Tal processo ocorre com facilidade pois a presenca
de moléculas de agua no interior hidrofobico da cavidade de uma CD é energeticamente
desfavoravel, portanto, estas podem ser prontamente substituidas por moléculas com maior
afinidade. Em solugdo, as moléculas livres sem encontram em equilibrio dindmico com os
compostos formados, ressaltando a possibilidade da existéncia de mais de um tipo de equilibrio
em solucdo (SZEJTLI, 1998; LOFTSSON, MASSON e BREWSTER, 2004).

Os compostos de inclusdo com CDs melhoram caracteristicas de liberacdo sem interferir
na atividade do medicamento, por ser um processo reversivel. Apés ser incluido, ou parcialmente
incluido, na cavidade da CD, o farmaco pode ser liberado no organismo a partir de um processo
de deslocamento competitivo com substancias lipofilicas e que possuam maior afinidade com a
cavidade da CD (Figural.3). Em formulagdes com administragéo por via oral, as CDs protegem o
farmaco durante o seu transporte no trato gastrointestinal, local em que o mesmo sera absorvido,
podendo diminuir efeitos colaterais associados a administracdo por via oral, e também
proporcionar uma maior absor¢do do farmaco, acarretando no aumentando da biodisponibilidade.
As CDs ndo atravessam a membrana biolégica, dessa forma, apenas o farmaco é absorvido e a CD
é metabolizada pela flora bacteriana presente no intestino (UEKAMA, HIRAYAMA e IRIE, 1998;
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LOFTSSON e MASSON, 2001; LOFTSSON, MASSON e BREWSTER, 2004; COUTO,
SALUSTIO e CABRAL-MARQUES, 2014).

Substancia

Ciclodextrin% l lipofilica
\

— -

4 i J / ¢ /
4 v 4 / i 4 5 4 4 g
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Circulacdo sanguinea
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Figura 1.3 — Representacéo esquematica da liberagdo do farmaco, incluido na cavidade no

organismo por deslocamento competitivo com substancias lipofilicas enddgenas.

Com isto, torna-se promissora a tentativa de alterar propriedades fisico-quimicas de
farmacos ja utilizados no tratamento da doenca de Parkinson, através de sistemas do tipo hdspede-
hospedeiro, no contexto da Quimica Supramolecular. Em especial o fArmaco antiparkinsoniano
supracitado, o qual, como ja mencionado, apresenta uma grande quantidade de efeitos colaterais,
associados a sua administracdo por via oral, bem como baixa solubilidade em agua e efeito de
primeira passagem. Neste contexto, este trabalho objetiva-se na obtencdo e caracterizacdo de
compostos de inclusdo envolvendo o farmaco antiparkinsoniano Cloridrato de Biperideno e as
moléculas B-ciclodextrina e Hidroxipropil-p-ciclodextrina. A escolha da CD e da HPBCD, como
moléculas hdspedes, teve como principal razéo a aprovacdo das mesmas como excipiente, tanto
pelo Food and Drug Administration (FDA) quanto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa).

21



1.4. Técnicas de caracterizacao utilizadas

1.4.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é uma ferramenta versatil para
um primeiro momento da caracterizacdo de um composto de inclusdo, uma vez que é uma técnica
simples, rapida e de baixo custo. Os espectros de infravermelho geralmente sdo dados em nimero
de onda (cm?), e a intensidade das bandas sdo expressas em transmitancia (T). De forma
convencional, em um espectro de infravermelho séo atribuidas bandas de vibracdo-rotacdo que
compreende a faixa de 4000 — 400 cm™(PAVIA, LAMPMAN et al., 2010).

As vibracdes moleculares podem ser classificadas em deformacGes angulares (8) e

estiramentos (v), sendo o Ultimo simétricos ou assimétricos. As vibracGes de deformacéo angular
correspondem a variagdes ritmadas de ligacGes sem que as posicdes relativas dos atomos se
alterem, logo, elas envolvem alteraces dos angulos de ligacdo. Ja as vibracdes de estiramento
tém-se um movimento ritmico ao longo de um eixo da ligacdo, o que faz com que a distancia
interatdmica aumente ou diminua. Quando esse fendbmeno ocorre simultaneamente tém-se um
estiramento simétrico, enquanto que quando ocorre de forma alternada tém-se um estiramento
assimétrico. Em geral, as vibracGes de estiramento ocorrem em frequéncias mais elevadas do que
as vibracdes de deformacdo angular, assim, no espectro de infravermelho, os estiramentos
aparecem em maior energia enquanto que as deformagdes angulares aparecem em menor energia
(PAVIA et al., 2010).

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é amplamente
utilizada no estudo de compostos de incluséo no estado sélido (PASSOS, et al., 2012; DE PAULA
etal., 2013; MEIRA et al., 2018). Esta técnica espectroscdpica € Gtil para identificar quais modos
vibracionais do farmaco e da CD estdo sendo perturbados pelo processo de inclusdo, sugerindo
possiveis interacdes entre essas moléculas (MURA, 2015).

A Reflectancia Total Atenuada (ATR) é um acessério do FTIR, e os espectros resultantes
séo de alta resolucéo e reprodutiveis. Utilizando o acessorio ATR, a amostra solida € posicionada
em contato com o cristal sendo pressionada com um pistdo de diamante, e a radiacdo
infravermelha, produzida e direcionada pelo equipamento, passa através do cristal em dire¢do a

amostra sendo refletida em sua superficie interna. Nesse processo ocorre multiplas reflexdes ao
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longo de todo o comprimento da amostra até que chegue ao detector (Figura 1.4). Adicionalmente,
tal acessorio apresenta rapida amostragem, uma vez que a amostra ndo precisa ser preparada e sim
inserida diretamente no cristal, e a amostra ndo ¢é destruida no processo, 0 que € muito vantajoso
quando se trabalha com quantidades limitadas de amostra (GRDADOLNIK, 2002; MURA, 2015).

Amostra em contato com o cristal

Radiacao Detector
Cristal de ZnSe

Figura 1.4 — Esquema da trajetoria da radiacdo no acessorio ATR.

E importante destacar que esta ¢ uma técnica que fornece indicios sobre a inclusio da
molécula héspede na cavidade da ciclodextrina, ou seja, ela ndo comprova a inclusdo. Tais indicios
se dao por alteracdes, de forma mais ou menos intensa, nos modos vibracionais das moléculas
livres quando comparados com 0s espectros dos compostos de inclusao. As alteracbes dos modos
vibracionais sdo observadas com o desaparecimento, alargamento, deslocamento e/ou variagao na
intensidade das bandas presentes (MURA, 2015).

1.4.2. Diagrama de solubilidade de fase

O diagrama de solubilidade de fase é uma das abordagens mais utilizadas como primeira
verificacdo no estudo de compostos de inclusdo em solucéo. Esse método foi descrito por Higuchi

e Connors (1965), e tem como finalidade analisar os efeitos de um agente solubilizante, como as
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ciclodextrinas, sob a solubilidade de um substrato, permitindo estimar valores das constantes de
equilibrio (K) bem como a estequiometria dos compostos de inclusdo formados (HIGUCHI e
CONNORS, 1965; COUTO, SALUSTIO e CABRAL-MARQUES, 2014).

Experimentalmente, um excesso do substrato (molécula hdspede) é adicionado em frascos
contendo solucGes aquosas de diferentes concentracBes do agente solubilizante (molécula
hospedeira), mantendo a mistura formada em banho a temperatura constante até que o equilibrio
seja estabelecido. Posteriormente, a solucdo é filtrada e sobrenadante reservado para a
determinacédo da concentracao final do substrato, aplicando técnicas analiticas adequadas. Por fim,
é possivel construir o diagrama de solubilidade de fase para o sistema em estudo, plotando os
valores de concentracdo do substrato solubilizado em funcdo das concentracbes do agente
solubilizante (HIGUCHI e CONNORS, 1965; COUTO, SALUSTIO e CABRAL-MARQUES,
2014).

A partir desse experimento € possivel estabelecer o perfil de solubilidade para o composto
de inclusdo, e avaliar o efeito da ciclodextrina sob a solubilidade de um determinado farmaco. Os
diagramas podem apresentar dois perfis diferentes, sendo denominados tipo A e tipo B, e esses sdo
divididos em subtipos AL, Ap, An, Bi e Bs, conforme ilustrado na Figura 1.5 (HIGUCHI e
CONNORS, 1965; COUTO, SALUSTIO e CABRAL-MARQUES, 2014).

Diagramas com o perfil do tipo A indicam sistemas onde ocorre a formacgdo de compostos
de inclusdo sollveis em &gua. O perfil AL apresenta uma relacdo linear entre as concentracdes de
ciclodextrina e farmaco, ou seja, a solubilidade do farmaco aumenta linearmente com o aumento
da concentracéo de ciclodextrina. Ja os perfis Ap e An apresentam pequenos desvios positivos e
negativos respectivamente, assim, o perfil Arindica que a ciclodextrina é proporcionalmente mais
eficaz em altas concentra¢fes do farmaco, enquanto que o perfil An indica menor eficacia. Por
outro lado, diagramas com o perfil do tipo B indicam a formacéo de composto de inclusdo pouco
soltveis em agua. O perfil Bs indica a formagéo um composto com solubilidade limitada, e o perfil
Bi indica a formagdo de um composto insoldvel. (HIGUCHI e CONNORS, 1965; DEL VALLE,
2004; DAVIS e BREWSTER, 2004; COUTO, SALUSTIO e CABRAL-MARQUES, 2014).
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Concentragao do farmaco

Concentracgdo de ciclodextrina

Figura 1.5 — Tipos de perfis dos diagramas de solubilidade de fase.

Perfis do tipo AL séo de primeira ordem em relacdo a CD, sendo mais frequente razdes
estequiométricas de 1:1 (CD:Farmaco). No entanto, no processo de inclusdo, razdes
estequiométricas de 2:1, 1:2, ou ainda associac¢des de ordem superior podem existir no equilibrio,
muitas vezes de forma simultdnea (DAVIS e BREWSTER, 2004; COUTO, SALUSTIO e
CABRAL-MARQUES, 2014).

A partir do valor do coeficiente estequiométrico (m) é possivel calcular a constante de
equilibrio (K) mediante a equacdo de Higuchi e Connors descrita abaixo, onde m é o coeficiente
estequiométrico, So 0 coeficiente linear e K é a constante de equilibrio (HIGUCHI e CONNORS,
1965; DEL VALLE, 204; DENADALI, 2006).

. m.K.So™
declive = 0

W (Equacéo 1.1)

Se o valor de m é conhecido pode-se determinar o valor da constante de equilibrio (K):
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K = declive - .
— (Sg)™.(m—declive) (Equacéo 1.2)

Para estequiometria do composto de incluséo 1:1, com m = 1 tem-se que:

_ declive
- So-(1—declive)

K (Equacéo 1.3)

Os parametros termodinamicos dos sistemas formados, tais como variagcdes padrdo de
energia livre de Gibbs (AG®), de entalpia (AH®), e entropia (TAS®), podem ser determinados a
partir dos valores de K. Desta forma, a variagao de energia livre de Gibbs pode ser determinada
em funcdo da constante de equilibrio (K) obtida e da temperatura medida em Kelvin (T), conforme
a Equacdo 1.4, sendo R a constante universal dos gases (DEL VALLE, 2004; DENADAI, 2006,
KLOTZ e ROSENBERG, 2008).

AG’ = —RTInK (Equagéo 1.4)

A variacdo de entalpia pode ser determinada utilizando-se a equacdo de Van-Hoff
(Equacdo 1.5) e o termo entropico conforme descrito na Equagdo 1.6 (DEL VALLE, 2004;
DENADAI, 2006, KLOTZ e ROSENBERG, 2008).

AH™ _ 9(InkK) Euacio 19
= quaco 1.

R o(t/p

AG’ = AH  —TAS® (Equac&o 1.6)

1.4.3. Espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel

A espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) é uma

técnica simples e de baixo custo operacional, Util para quantificagcdo de farmacos. Logo, ela € uma
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das técnicas analiticas mais aplicadas para a determinagdo da concentracdo final do substrato em
estudos de solubilidade como o diagrama de solubilidade de fase (DE PAULA et al., 2011;
GONTHNO et al., 2014; PADURARU et al., 2013).

Essa técnica baseia-se em medidas de absor¢do da radiacéo eletromagnética nas regides
do ultravioleta e do visivel correspondes a faixa de comprimento de onda de 190 — 780 nm.
Moléculas que apresentam elétrons passiveis de serem promovidos a niveis de energia mais
elevados, quando submetidas a radiacdo, sdo detectaveis nessa faixa de comprimento de onda.
Experimentalmente, uma fonte de radiacdo € inserida sobre a solu¢do contendo o analito e o
equipamento detecta o quanto da radiacdo foi absorvida pela amostra, fornecendo informacdes
analiticas necessarias para que se possa realizar os célculos e determinar a concentracdo
desconhecida do analito, a partir da equacéo da reta obtida por uma curva de calibracdo (PAVIA
etal., 2010; MURA, 2014).

A curva de calibracdo precisa ser construida a partir de solu¢des padrdo do analito e a
mesma relaciona concentragdes conhecidas e os valores de absorbancia detectados por UV-VIS.
Para a validacdo dessa curva, a mesma precisa ser construida com no minimo 5 niveis de
concentracdo padrdo, sendo necessario o preparo de trés réplicas independentes, e coeficiente de
correlacdo linear (R?) proximo de 1. A partir da equagdo da reta obtida pela curva de calibragio e
os valores de absorbancia maxima, no comprimento de onda de interesse da amostra analisada, é
possivel determinar a concentragdo do analito (PAVIA et al., 2010; ANVISA, 2017).

1.4.4. Calorimetria de titulacdo isotérmica

A calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) é uma das técnicas mais importantes no
estudo de interacbes intermoleculares, sendo amplamente aplicada para sistemas
supramoleculares, especialmente na caracterizacdo termodindmica de compostos de inclusdo em
solucdo (DENADAI, et al., 2007; DE SOUSA et al., 2008; PASSOS et al., 2011; DE PAULA et
al., 2012; MORAIS, et al., 2016; MEIRA et al., 2018). Esta tecnica permite obter, de forma direta
e em um unico experimento, a constante de associacao (Ka) e os pardmetros termodindmicos da
interacdo entre a molécula hdspede e a hospedeira, tais como variagdes padrdes de energia livre

de Gibbs (AG®), de entalpia (AH®) e o termo entropico (TAS®). Adicionalmente, também € possivel
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determinar a estequiometria do sistema formado (TURNBULL e DARANAS, 2003;
BOUCHEMAL, 2008; BASTOS e VELAZQUEZ-CAMPOY, 2021).

O equipamento utilizado é um calorimetro de titulacdo isotérmica e a sua representacao
esquematica pode ser observada na Figura 1.6. Este equipamento é composto por duas celas, sendo
uma de referéncia, a qual contém o solvente utilizado no preparo das solugdes de titulante e
titulado, e a outra ¢ a cela de titulacdo da amostra, onde a solucéo de titulado € inserida e a seringa
carregada com a solucdo de titulante é injetada. Durante o processo de titulacdo por ITC, ocorre
uma troca de energia térmica entre as celas de referéncia e de amostra, resultante da quebra e
formacdo de interacdes entre as espécies, uma vez que o calorimetro é adiabatico, ndo havendo
trocas de calor com 0 meio externo, mas as celas sdo isotérmicas (FREIRE, MAYORGA e
STRAUME, 1990; FREIRE, 2004; BASTOS e VELAZQUEZ-CAMPOY, 2021).

Seringa

Revestimento adiabatico —

Cela de referéncia ——» .<—> . <«——— (Cela de amostra

Agulha achatada para misturar

Figura 1.6 — Representacdo esquematica de um calorimetro de titulacdo isotérmica (Figura
adaptada de SONG, ZHANG e HUANG, 2015).

No estudo termodinamico de compostos de inclusdo utilizando a titulagdo por ITC, a
interacdo entre a molécula hospede e a molécula hospedeira vai ocorrer durante as injegdes de
quantidades pré-determinadas de titulante na cela contendo o titulado. Cada inje¢do ocorre em

intervalos de tempo controlados e a uma temperatura constante, gerando um sinal de diferenca de
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temperatura distinto, sendo este integrado para a formacdo de uma isoterma. No geral, para
sistemas que apresentam forte interacdo e valores relativamente altos para a constante de
associagdo, o perfil da curva de titulacdo tende a ser uma sigmoide (Figura 1.7) (FREIRE,
MAYORGA e STRAUME, 1990; FREIRE, 2004; BOUCHEMAL, 2008).
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Figura 1.7 — Resultado obtido para a titulagio de CaCl, 1,00 mmol.L™* em EDTA 0,01
mmol.Lt a 25°C.

Para determinar os parametros termodindmicos a partir dos dados do equipamento é
preciso utilizar um modelo de regressao nao-linear no ajuste das curvas e 0 modelo matematico
comumente utilizado para esse processo é a isoterma de Wiseman. Assim, a partir destes ajustes é
possivel determinar simultaneamente a estequiometria (n), Ka e AH® do sistema. Adicionalmente,
utilizando estes dados € possivel calcular os valores de AG° e TAS® mediante as equagdes
matematicas 1.4 e 1.6 descritas anteriormente (WISEMAN et al.,, 1989; TURNBULL e
DARANAS, 2003; BOUCHEMAL, 2008).
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo obter e caracterizar compostos de inclusdo entre as
moléculas B-Ciclodextrina e Hidroxipropil-B-Ciclodextrina e o farmaco Cloridrato de Biperideno

pertencente a classe dos Antiparkinsonianos.

1.5.2. Objetivos especificos

o Preparar compostos de inclusdo envolvendo o farmaco BPR como molécula hospede e as
moléculas BCD e HPBCD como moléculas hospedeiras, utilizando o método de
liofilizag&o;

o Caracterizar os possiveis compostos de inclusdo formados entre o farmaco BPR e as
moléculas BCD e HPBCD, utilizando as técnicas de espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho, calorimetria de titulacéo isotérmica e ressonancia magnética nuclear;

o Estudar o efeito da CD e da HPBCD sob a solubilidade do farmaco BPR;

o Estudar o comportamento termodindmico da interacdo entre o farmaco BPR e as
moléculas BCD e HPBCD.
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CAPITULO 2
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2. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho as analises de espectroscopia eletrénica de absor¢éo
na regido do ultravioleta-visivel, espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do
infravermelho e calorimetria de titulagdo isotérmica, foram realizadas na Universidade Federal de
Itajuba (UNIFEI). Os experimentos de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
unidimensionais de *H e 3C, e bidimensionais Heteronuclear Single Quantum Correlation -
HSQC (*H-'3C), Heteronuclear multiple bond correlation - HMBC (*H-13), correlation
sprectroscopy — COSY (*H-!H), Total Correlation Spectroscopy — TOCSY (*H-!H) e Rotating
Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy — ROESY (*H-'H), foram realizados em
colaboracdo com a Dra. Ivana Silva Lula no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG).

2.1. Materiais e Reagentes

Durante os experimentos foram utilizados agua tipo 1 (Milli-Q®), agua deuterado
(Cambridge Isotope Laboratories) e cloroférmio deuterado () como solventes. Ja os reagentes
utilizados nos estudos de solubilidade, e no preparo e caracterizacdo dos compostos de incluséo,

bem como suas propriedades fisico-quimicas encontram-se listados abaixo.

B-ciclodextrina
Codigo: BCD.
Formula molecular: C42H70035.11H20.
Massa molecular: 1135 g.mol™.
Solubilidade em 4gua a 25°C: 18,5 g.L™.
Caracteristica: Solido branco cristalino.

Fabricante: Sigma-Aldrich.

HP-B-ciclodextrina
Codigo: HPBCD
Formula molecular: C21H3CINO . nC3H70
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Massa molecular: 1400 g.mol™,
Solubilidade em &gua a 25°C: > 600 g.L™.
Caracteristica: Solido branco cristalino.
Fabricante: Sigma-Aldrich.

Cloridrato de Biperideno
Cédigo: BPR.
Formula molecular: C21H30CINO.
Massa molecular: 347,9 g.mol™.
Solubilidade em agua a 25°C: 4,3 g.L'l.
Caracteristica: Solido branco cristalino.
Fabricante: Droga Raia.

2.2. Descricéo dos experimentos

2.2.1. Preparo dos compostos de incluséo

Os compostos de inclusdo, envolvendo a molécula hospede e as moléculas hospedeiras,
foram preparados utilizando o método de liofilizacdo. O referido método consiste na solubilizacéo
da molécula hospede (BPR) e da molécula hospedeira (BCD ou HPBCD) em agua. Desta forma,
as solucBes sdo unidas e o sistema é mantido sob agitacdo até que o sistema entre em equilibrio
dindmico. Apos o periodo de agitacdo, a solucdo é congelada imediatamente e submetida ao
processo de liofilizacdo, até a obtencdo de um solido (DEL VALLE, 2004; DE SOUSA et al.,
2008; PASSOS et al, 2011; DE PAULA et al., 2013; MOURA et al, 2016; MEIRA et al., 2018).

Foram preparados compostos de inclusdo na razdo molar de 1:1 (BCD:BPR e
HPBCD:BPR). Para o preparo do composto de inclusao BCD:BPR adicionou-se 30,65 mg de BPR
(88,1 umol), solubilizados em 12,0 mL de 4gua, em um béquer de 25,0 mL contendo uma solucéo
aquosa com 100,00 mg de BCD (88,1 umol). O sistema foi mantido sob agitacdo magnética, por 4
horas, em temperatura ambiente, com o intuito de garantir que o sistema atingisse o equilibrio.
Ap0s o periodo de agitacdo, a solucdo foi congelada em um banho de gelo nas proporcdes de 500,0
g de gelo, 200,0 mL de &gua, 50,0 g de NaCl e 50,0 mL de alcool 99 %. Na sequéncia, 0 composto
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foi submetido ao processo de liofilizacdo, utilizando um liofilizador JJ Cientifica do modelo
LJJ104, por cerca de 48 horas a —51°C (DE SOUSA et al., 2008; PASSOS et al., 2011). Para o
preparo do composto de inclusio HPPCD:BPR, repetiu-se 0 experimento descrito acima
adicionando-se 24,85 mg de BPR (71,4 umol), solubilizados em 12,0 mL de agua, em um béquer
de 25,0 mL contendo uma solugdo aquosa com 100,00 mg de HPBCD (71,4 umol).

Adicionalmente, misturas mecanicas foram preparadas mediante a mistura direta do farmaco
BPR com cada molécula hospedeira, BCD e HPBCD, por aproximadamente 20 minutos, utilizando
um equipamento Vortex IKA MS3. As misturas mecénicas foram denominadas MM(BCD:BPR) e
MM(HPBCD:BPR) e preparadas na razdo molar de 1:1 (BCD:BPR e HPBCD:BPR), conforme os
compostos de inclusdo preparados por liofilizacdo. O preparo de tais misturas mecanicas tem como
objetivo uma futura comparagdo com os compostos de inclusdo no estado sélido preparados por
liofilizac&o.

2.3. Caracterizacoes

2.3.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros de absorc¢do na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrémetro
Spectrum 100 (Perkin Elmer®) utilizando acessorio de reflectancia total atenuada com transformada
de Fourier (FTIR-ATR), na regido compreendida entre 4000 — 650 cm™. Os espectros foram obtidos
com 64 varreduras por amostra e uma resolugio espectral de 4 cm™. Foram obtidos espectros dos
compostos de inclusdo BCD:BPR ¢ HPBCD:BPR, das suas respectivas misturas mecanicas
MM(BCD:BPR) e MM(HPBCD:BPR), ¢ dos compostos livres BCD, HPBCD e BPR.

2.3.2. Estudo de solubilidade

Estudos de solubilidade foram realizados para os sistemas envolvendo as moléculas
hospedeiras, BCD e HPBCD, e a molécula hospede BPR em 4gua (BCD:BPR e HPBCD:BPR), por
meio do método proposto por Higuchi e Connors (HIGUCHI e CONNORS, 1965). O referido
método relaciona o efeito de um agente solubilizante, como as ciclodextrinas, sob a solubilidade
do farmaco (HIGUCHI e CONNORS, 1965; DENADAI, etal., 2004; BREWSTER e LOFTSSON,
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2007; COUTO, SALUSTIO e CABRAL-MARQUES, 2014). Para o sistema BCD:BPR o
experimento foi realizado adicionando-se um excesso de Cloridrato de Biperideno (7,0 mg de
BPR) a solugdes aquosas com diferentes concentragdes de CD, conforme descrito na Tabela 2.1.
Foram preparadas 13 amostras, em triplicata, totalizando 39 amostras, com a concentra¢do de fCD
variando de 0,000 a 0,012 mol.L L.

Tabela 2.1 — Esquema de preparo das amostras para a realizacdo do teste de solubilidade de
BPR na presenca de BCD nas temperaturas de 37, 47 ¢ 57 °C.

Amostras Volumes (mL) Concentracio de pCD
(7,0 mg de BPR) (mol.L?)
H.O BCD 0,012 mol.L?
1 1,00 0,00 0,000
2 0,92 0,08 0,001
3 0,83 0,17 0,002
4 0,75 0,25 0,003
5 0,67 0,33 0,004
6 0,58 0,42 0,005
7 0,50 0,50 0,006
8 0,42 0,58 0,007
9 0,33 0,67 0,008
10 0,25 0,75 0,009
11 0,17 0,83 0,010
12 0,08 0,92 0,011
13 0,00 1,00 0,012

A mistura obtida foi mantida em um banho a temperatura constante de 37 °C por 24 horas
e em seguida centrifugada até obtencdo de um sobrenadante limpido. Aliquotas do sobrenadante
foram analisadas por espectrofotometria eletronica de absorc¢éo na regido do ultravioleta-visivel
(UV-VIS). A concentragdo de BPR em cada solucéo foi determinada em 258 nm, com referéncia
a uma curva de calibracao apropriada, por um espectrofotémetro Varian do modelo Cary 50 Scan,
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com varredura na faixa de 200 a 800 nm, usando cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.
O experimento foi repetido para as temperaturas de 47 e 57 °C.

Repetiu-se o experimento descrito acima para o sistema HPBCD:BPR, adicionando-se um
excesso de Cloridrato de Biperideno (9,0 mg de BPR) a solugbes aquosas com diferentes
concentracdes de HPBCD, conforme descrito na Tabela 2.2. Foram preparadas 16 amostras, em
triplicata, totalizando 48 amostras, com a concentragdo de HPBCD variando de 0,000 a 0,040
mol.LY).

Tabela 2.2 — Esquema de preparo das amostras para a realizacdo do teste de solubilidade de
BPR na presenca de HPBCD nas temperaturas de 37, 47 e 57 °C.

Volumes (mL)

Amostras Concentracéo final de
(9,0 mg de BPR) H,0 HPBCD [HPBCD] HPBCD (mol.L?)
(mol.L?)
1 1,00 0,00 0,012 0,000
2 0,92 0,08 0,012 0,001
3 0,83 0,17 0,012 0,002
4 0,75 0,25 0,012 0,003
5 0,67 0,33 0,012 0,004
6 0,58 0,42 0,012 0,005
7 0,50 0,50 0,012 0,006
8 0,42 0,58 0,012 0,007
9 0,33 0,67 0,012 0,008
10 0,25 0,75 0,012 0,009
11 0,17 0,83 0,012 0,010
12 0,08 0,92 0,012 0,011
13 0,00 1,00 0,012 0,012
14 0,00 1,00 0,020 0,020
15 0,00 1,00 0,030 0,030
16 0,00 1,00 0,040 0,040
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Posteriormente, para a determinacdo das concentragdes de BPR nas solucdes, foi
construida uma curva de calibracdo a partir de uma solucdo padrdo de BPR. Para a construcao da
curva, preparou-se uma solugdo de concentragdo conhecida de BPR (5,81 mmol.L) sendo
realizadas diluicGes da mesma para a obtencéo de 10 pontos na curva. As solugdes utilizadas para
a construcdo da curva de calibracdo foram preparadas em triplicata e aliquotas foram analisadas
por espectrofotometria de absor¢do na regido do UV-VIS. A curva de calibracdo final foi
determinada a partir da média aritmética das trés curvas obtidas.

Por fim, foi construido o diagrama de solubilidade de fase paras os sistemas BCD:BPR ¢
HPBCD:BPR, determinando-se 0s dados termodindmicos conforme descrito no capitulo 1, secéo
1.4.2.

2.3.3. Calorimetria de titulacéo isotérmica

Para a construcdo das curvas de titulacdo, foi necessario realizar ajustes nas concentracdes
das solucGes de titulante e titulado para cada sistema em estudo, até a obtencdo de curvas que se
ajustassem ao perfil sigmoide ou aquele no qual ndo é mais observada variacdo de entalpia,
podendo estas curvas serem ajustadas ao modelo matematico aplicado. Ap0s estas titulacGes,
foram preparadas solucdes de BPR 1,0 mmol.L™?, de BCD 14,0 mmol.L™* e de HPBCD 60 mmol.L
! Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua tipo | como solvente (Milli-Q®).

As titulacGes calorimétricas foram realizadas em duplicata em microcalorimetro VP-ITC
(Microcal®) com 25 pontos cada e espacamento de 300 segundos entre cada um deles, nas
temperaturas de 37, 47 e 57 °C. A primeira inje¢do de cada titulagdo foi de 1 pL e esse primeiro
ponto foi descartado com o intuito de eliminar os efeitos de dispersédo, e as demais injecdes de 10
uL foram utilizadas para construir a curva de titulagdo. Os experimentos foram realizados
utilizando solugéo aquosa do farmaco BPR 1,0 mmol.L™* como titulado e solugdes aquosas de BCD
14,0 mmol.L* e HPBCD 60,0 mmol.L™ como titulantes. Adicionalmente, para subtrair os efeitos
da interacdo entre os compostos e 0 solvente, foram realizadas titulagfes entre cada titulante e &gua
tipo I bem como agua tipo | e o titulado.

Os graficos obtidos foram analisados pelo software ORIGIN 7.0 para ITC, que utiliza o
modelo de regresséo ndo linear no ajuste das curvas, aplicando a isoterma de Wiseman. Assim, 0S

valores do coeficiente estequiométrico (n), da constante de associacdo (Ka) e da variacdo de
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entalpia (AH®) foram obtidos. A partir desses resultados foi possivel determinar a variagao de
energia livre de Gibbs padrdo (AG®) e a contribui¢do entropica (TAS®), conforme as equacoes

descritas no capitulo 1, se¢do 1.4.2.

2.3.4. Ressonancia magnética nuclear

Os compostos de inclusdo preparados por liofilizacdo na razdo molar de 1:1 e do BPR
livre foram caracterizados pela técnica de RMN utilizando experimentos uni- e bidimensionais.
Para o farmaco livre (BPR) foram a combinacdo dos experimentos para a atribuicao inequivoca
dos sinais de hidrogénio da molécula. Para isso, 0 BPR na concentracéo de 5,0 mg em 0,7 mL de
CDCls foi utilizado. Para os compostos de inclusdo na razdo molar de 1:1 (CD/BPR) foram
utilizadas a massa de 10,0 mg em cada caso em 0,7 mL de D-O. A diferenca na utilizacéo de CDCl3
e D20, foi necesséaria devido a baixa solubilidade do BPR em &gua e a ndo utilizacéo de solventes
que possam competir com a cavidade da CD no caso dos compostos de inclusdo. Todos 0s

experimentos foram realizados em equipamento Bruker AVANCE NEO 600 MHz.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Liofilizacdo dos compostos de incluséo

A técnica de liofilizacdo é um dos métodos mais utilizados para a formacao de compostos
de inclusdo em estado sélido, tendo-se diversos estudos publicados na literatura nos Gltimos anos
(DE SOUSA et al. 2008; DE PAULA et al., 2012; PASSOS et al., 2012; MORAIS et al., 2016;
MEIRA et al, 2018). Tal método constitui na remocdo do solvente da solucdo congelada dos
compostos preparados, por meio de sublimacdo. Assim, o método de liofilizacdo foi utilizado para
0 preparo dos compostos de inclusdo no estado sélido para os sistemas envolvendo as moléculas
hospedes, BCD e HPBCD, e o farmaco BPR (BCD:BPR ¢ HPBCD:BPR). Os compostos obtidos no
estado sélido apresentaram aspecto de algod&o na coloragédo branca, sendo esta uma caracteristica

esperada.

3.2. Caracterizagao por espectroscopia na regido do infravermelho

Os compostos de inclusdo preparados pelo método de liofilizacdo foram analisados por
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, utilizando o acessério ATR — Attenuated
total reflectance (FTIR-ATR) para avaliar possiveis modificacdes nos modos vibracionais em
relacdo aos espectros das moléculas precursoras, uma vez que tal acessorio apresenta rapida
amostragem e a amostra analisada ndo é destruida no processo (MURA, 2015).

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para as
moléculas hospedeiras livres, BCD e HPBCD, estdo apresentados nas Figuras 3.1 e 3.2
respectivamente. Como a HPBCD ¢ uma BCD modificada pela substituicdo do hidrogénio das
hidroxilas do C2 por um grupo hidroxipropil, ambos espectros sdo semelhantes. O espectro da
HPBCD tem como diferenca apenas a presenca de mais bandas que foram atribuidas ao v (C-H),
devido ao grupo hidroxipropil. Os principais modos vibracionais foram atribuidos a partir da
analise dos espectros para a BCD e para a HPBCD e estdo relacionados na Tabela 3.1. As

atribui¢Ges dos principais modos vibracionais para as CDs estdo de acordo com os dados prévios
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publicados na literatura (EGYED, 1990; DE PAULA et al. 2012; PADURARU et al., 2013;
MEIRA et al. 2018).
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Figura 3.1 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para a
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Figura 3.2 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para a

HPBCD.
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Tabela 3.1 — Atribuicdo das principais bandas dos espectros de absorcdo na regido do

infravermelho para as moléculas fCD e HPBCD.

Ciclodextrinas Regides (cm™) Atribuicdes
BCD 3297 v (O-H)
HPBCD 3356

BCD 2930 v (C-H)
HPBCD 2970 e 2926

BCD 1412 — 1204 §(C-H)
HPBCD 1408 — 1208

Bcd 1020 v (C-0-C)
HPBCD 1008

J& 0 espectro de absorcdo na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para o
farmaco BPR pode ser observado na Figura 3.3 e as atribui¢Bes dos principais modos vibracionais
encontram-se descritas na Tabela 3.2.
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Figura 3.3 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para o

farmaco BPR.
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Tabela 3.2 — Atribuicdo das principais bandas do espectro de absorc¢do na regido do

infravermelho para o farmaco BPR.

Regides (cm™) Atribuicoes

3346 v (O-H)

3060 v (C-H) de aromatico

2969 e 2933 v (C-H) e (C-H) simétrico e assimétrico
2636 e 2548 v (N-H")

1600 — 1568 Vibragdes (C=C) de aromético

1438 v (C=C) de aromaético

1198 v (C-N)

970 d (C-H) de alceno dissubstituido

750 e 700 d (C-H) fora do plano de H adjacente

Uma vez caracterizados os principais modos vibracionais de cada uma das moléculas
livres, foram realizadas comparacdes qualitativas entre tais espectros e os referentes aos compostos
de inclusdo (BCD:BPR ¢ HPBCD:BPR) e suas respectivas misturas mecanicas (MM(BCD:BPR) e
MM(HPBCD:BPR)). A comparagdo entre os espectros é Gtil para identificar perturbacdes nos
modos vibracionais das moléculas hdspede e hospedeira, podendo serem causadas pelo processo
de inclusdo, sugerindo possiveis intera¢des entre as moléculas. Entretanto é importante ressaltar
que ndo é possivel confirmar a inclusdo por FTIR, uma vez que sistemas supramoleculares sao
baseados em interacGes intermoleculares fracas e a técnica nao € sensivel o suficiente para detectar
com precisdo alteracfes no sistema (MURA, 2015).

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho para as moléculas livres (BCD,
HPBCD e BPR), juntamente com 0s espectros para os compostos de inclusdo, PCD:BPR e
HPBCD:BPR, e suas respectivas misturas mecanicas, MM(BCD:BPR) e MM(HPBCD:BPR), estéo
apresentados na Fugira 3.4.

Por meio de uma analise comparativa entre os espectros, ndo foi observado a presenca de
bandas atribuidas ao farmaco BPR no espectro do composto de inclusdo BCD:BPR (Figura 3.4
(@)). Ja no espectro do composto de inclusio HPBCD:BPR, Figura 3.4 (b), tem-se a presenca de
bandas que foram atribuidas aos modos vibracionais do farmaco BPR. Entretanto as mesmas sao

observadas com baixa intensidade. Comparando os espectros das CDs livres com os dos compostos
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de inclusdo ndo foram observadas alteracdes significativas nas bandas atribuidas as CDs. Logo,
considerando que a técnica de FTIR néo € sensivel o suficiente para detectar alteracfes em sistemas
supramoleculares, ndo foi possivel determinar a existéncia de perturbacdes nos modos
vibracionais, desses sistemas, de forma conclusiva.

Dessa forma, verificou-se que, embora a técnica de FTIR tenha sido eficiente para auxiliar
na caracterizacdo de diversos compostos de inclusdo envolvendo CDs, reportados na literatura, a
mesma né&o foi eficaz para a caracterizacgdo dos sistemas em estudo BPR:CD (DE PAULA et al.,
2012; PADURARU et al. 2013).

—— BPR
@ =5 e b) ==
Y M B
| | I ] |I| hi \w-,'f'.' W‘YW
1 g v o .{.l."w"'. T h! LYl \
!? N/ !ﬂ- _"_r. ? \ FA W, N Il
S " < “1 Iy
1 || | ,"I
E | E \"| lk
%) i 0 1
= = S— ==
= 1 . = ¥
g wﬁf— \\fﬂ 1 g ] -
g v g
b ] e 1
= | — )
| MM([CD:BPR) | | [ MM{HPBCD:BPR] |
4000 3500 3000 2500 2000 1300 1000 4000 3300 3000 2500 2000 1300 1000
Numero de onda (cm™!) Numero de onda (cm?!)

Figura 3.4 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para
(a) 0 BPR, a BCD, o composto de inclusdo BCD:BPR e a MM(BCD:BPR); (b) o BPR, a HPBCD,
0 composto de inclusdo HPBCD:BPR, e a MM(HPBCD:BPR).
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Analisando os espectros das misturas mecanicas, denominadas MM(BCD:BPR) e
MM(HPBCD:BPR), apresentados na Figura 3.4, é possivel observar modos vibracionais atribuidos
tanto as CDs quanto ao BPR, sem a ocorréncia de alteragbes como o desaparecimento,
alargamento, deslocamento e/ou variacdo na intensidade das bandas. Logo, os referidos espectros
podem ser considerados como uma soma das bandas caracteristicas das moléculas precursoras,

sugerindo que ndo ocorre interacdo entre as espécies a partir desse método de preparo.

3.3. Estudo de solubilidade

Foram realizados estudos de solubilidade para os sistemas BCD:BPR e HPBCD:BPR, com
0 intuito de relacionar o efeito das CDs em estudo sob a solubilidade do farmaco BPR, uma vez
que uma das propriedades mais relatadas em literatura para compostos de inclusdo com CD € o
aumento da solubilidade da molécula hospedeira (TONNESEN, MASSON e LOFTSSON, 2002;
DENADAI et al., 2006; BREWSTER e LOFTSSON, 2007; PASSOS et al., 2011). Tal efeito pode
ser analisado mediante o diagrama de solubilidade de fase proposto por Higuchi e Connors,
descrito no Capitulo 1, Sesséo 1.4.2 (HIGUCHI e CONNORS, 1965).

Dessa forma, para obten¢do do diagrama de solubilidade de fase, para ambos sistemas
estudados, as concentracdoes de BPR foram determinadas mediante os valores de absorbancia
méaxima no comprimento de onda 258 nm (Absmax:258 nm), obtidos por meio das leituras das
aliquotas dos sobrenadantes por espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta visivel,
e a equacdo da reta obtida pela curva de calibragdo. Os espectros de absor¢do na regido do UV-
Vis do BPR em concentragdes crescentes, dos quais os dados obtidos foram utilizados para a
construcao da curva de calibracdo, podem ser observados na Figura 3. 5 (a). A curva de calibragédo
com o ajuste linear esta apresentada na Figura 3.5 (b) e a mesma foi determinada a partir da média

de trés réplicas, e coeficiente de relagdo linear proximo de 1 (R? = 0,99993).
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Figura 3.5 — (a) Espectros de absorg¢do na regido do UV-Vis do farmaco BPR nas concentragdes
variando de 0,5806 (A1) a 5,8062 mmol.L™? (A10); (b) Curva de calibragdo com ajuste linear
utilizada para determinar a concentracdo de BPR nas amostras. Os valores estdo expressos com a

média e o desvio padrdo da média, de trés réplicas.

A partir dos dados de concentracdo de BPR obtidos foi possivel estabelecer o diagrama
de solubilidade de fase para os sistemas BCD:BPR e HPBCD:BPR, nas temperaturas de 37, 47 e

57 °C, 0s quais estdo apresentados nas Figuras 3.6 e 3.7, respectivamente.
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Figura 3.6 — Diagrama de solubilidade de fase de BPR na presenca de concentragdes crescentes
de BCD nas temperaturas de 37, 47 e 57 °C.
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Figura 3.7 — Diagrama de solubilidade de fase de BPR na presenca de concentracGes crescentes
de HPBCD nas temperaturas de 37, 47 e 57 °C.

Para ambos sistemas foi observado um perfil de solubilidade do tipo AL, uma vez que a
solubilidade do farmaco aumenta linearmente com o aumento da concentra¢do da CD em cada
sistema estudado. Assim, é possivel inferir que a solubilidade dos compostos de inclusédo é superior
a do farmaco BPR livre, mostrando que a inclusdo de BPR com a BCD ou HPBCD pode promover
um aumento na solubilidade do mesmo (HIGUCHI e CONNORS, 1965). Esse efeito no qual a
BCD e a HPBCD promovem o aumento da solubilidade de farmacos pouco sollveis é descrito em
literatura para outros sistemas supramoleculares (DENADAI et al., 2006; LOFTSSON et al., 2008;
PADURARU et al., 2013).

Em um primeiro momento, assumindo estequiometria de 1:1 (CD:BPR), comm =1, os
valores de K, foram calculados para ambos sistemas nas trés temperaturas mediante Equacéo 1.3.
A partir dos valores de Ka, 0s parametros termodinamicos foram calculados utilizando as Equacdes
1.4,1.5 e 1.6. Todas equag0es citadas estdo descritas no Capitulo 1, Sessdo 1.4.2 e a Tabela 3.3
mostra 0s parametros termodinamicos calculados para 0s sistemas descritos, assumindo
estequiometria 1:1.
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Tabela 3.3 — Parametros termodinamicos calculados para os sistemas BCD:BPR ¢ HPBCD:BPR
a37,47 e 57 °C.

Sistema BCD:BPR T /°C M Ka AG®° [ KImolt  AH°/KJmol? TAS°/KJmol?

37 1,0 63,6 -10,7 -62,8 -52,1
47 1,0 66,7 -11,2 -62,8 -51,6
57 1,0 2806 -15,5 -62,8 -47,3
Sistema HPBCD:BPR T /°C M Ka  AG°/KJmol?! AH°/KJmol? TAS°/KJmol?
37 1,0 45,6 -9,9 14,9 24,6
47 1,0 37,7 -9,7 14,9 24,4
57 1,0 32,6 -9,6 14,9 24,3
37 2,0 15375 -18,9 34,3 53,2
47 2,0 9476 -18,2 34,3 52,5
57 2,0 7045 -18,0 34,3 52,3

Os maiores valores de Ka obtidos para o sistema envolvendo a BCD, nas trés temperaturas,
sugerem que a afinidade entre esta CD e o farmaco BPR é maior quando comparada a HPBCD.
Contudo, os valores obtidos para os dois sistemas em estudo foram relativamente baixos quando
comparados a outros sistemas com CDs descritos em literatura (DENADAI et al., 2006;
PADURARU et al., 2013). Mesmo com valores de Ka pequenos, o processo de formacdo do
composto de inclusdo se mostrou espontaneo para ambos os sistemas, dado os valores negativos
de AG°. Analisando os valores de AH® ¢ TAS® foi observado que o processo de formagéo do
composto de inclusio BCD:BPR ¢ favorecido entalpicamente, uma vez que a contribuicdo
entalpica se mostrou maior do que a entropica. Ja o processo de formacdo do composto de inclusédo
HPBCD:BPR ¢ favorecido entropicamente, pois a contribuicao entropica é superior a entalpica.

De forma complementar, as estequiometrias dos sistemas em estudo foram estimadas por
calorimetria de titulacdo isotérmica. Mediante tal técnica o sistema envolvendo a CD apresentou
coeficiente estequiométrico proximo de 1, sendo correspondente a estequiometria de 1:1
(BCD:BPR) estimada na discussdo acima. Entretanto, o sistema envolvendo a HPBCD apresentou
valores fracionados que tendem a valores superiores a 1 com o aumento de temperatura. Logo,
adicionalmente, foram calculados o valor de Ka e os parametros termodindmicos (AG°, AH® ¢
TAS®) para o sistema HPBCD:BPR, nas trés temperaturas, assumindo estequiometria de 2:1

(HPBCD:BPR), com m = 2, conforme as equagOes citadas acima. Tais resultados estdo
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apresentados na Tabela 3.3 e uma discussdo detalhada referente a técnica de ITC para os sistemas
em estudo encontra-se descrita na Sesséo 3.4 deste Capitulo.

Analisando os resultados obtidos para o sistema HPBCD:BPR (2:1), foi possivel observar
um aumento nos valores de K, e valores de parametros termodinamicos distintos. Entretanto,
independente da estequiometria assumida, 0 comportamento termodinamico do sistema se
manteve, ou seja, 0 processo de formacdo do composto de inclusdo se mostrou espontaneo e
favorecido entropicamente.

E importante ressaltar que o diagrama de solubilidade de fases é uma técnica (til para
uma primeira verificacdo da obtencdo do composto de inclusdo, sendo pouco precisa quando
comparada a técnicas mais sofisticadas utilizadas na caracterizacdo. Existem inimeros fatores que
podem contribuir para propagacdo de incertezas quando se determina propriedades
termodinamicas utilizando experimento de solubilidade. Neste tipo de estudo os coeficientes
estequiométricos e os valores de Ka ndo sdo determinados de forma direta, interferindo nos
parametros termodinamicos calculados. Incertezas associadas a interferéncias externas também
precisam ser consideradas, uma vez que 0s experimentos ndo sdo realizados em um sistema
adiabatico e toda a parte experimental é executada manualmente (KLOTZ e ROSENBERG, 2008).

3.4. Calorimetria de titulacdo isotéermica

A calorimetria de titulacdo isotérmica, denominada ITC, é uma das técnicas mais
relevantes para estudar o processo de inclusdo em sistemas supramoleculares envolvendo CDs,
pois em sistemas supramoleculares os processos reacionais envolvem a quebra e a formacdo de
interagGes intermoleculares (TURNBULL e DARANAS, 2003; BOUCHEMAL, 2008). Logo,
essa técnica foi utilizada para a obtencdo das estequiometrias, das constantes de associacdo bem
como dos parametros termodinamicos da interagdo entre o farmaco e a CD nos sistemas BCD:BPR

e HPBCD:BPR.

3.4.1. Sistema BCD:BPR

Para 0 estudo da interagdo entre a BCD e o farmaco BPR, inicialmente, foi realizada uma

titulagio a 37 °C utilizando uma solu¢do aquosa de BCD 14,0 mmol.L™* como titulante e uma
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solugdo aquosa do farmaco BPR 5,0 mmol.L™? como titulado. Os resultados obtidos para essa

titulagao indicaram um excesso do titulado, ou seja, a concentragao de BCD nao foi suficiente para

interagir com todas as moléculas de BPR presentes e finalizar a curva, como pode ser observado

na Figura 3.8(a).

Sendo assim, considerando a baixa solubilidade do farmaco, a concentracdo de BPR foi

diluida para 2,5 mmol.L™! e a concentragio de BCD mantida a 14,0 mmol.L . Para essa condicéo,

ainda foi possivel observar um excesso de titulado, ou seja, mesmo com a dilui¢cdo da solucéo de

BPR a concentracéo de titulante ndo foi suficiente para interagir com todas as moléculas de titulado

e finalizar a curva (Figura 3.8(b)).
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Figura 3.8 — Perfil de titulagdo a 37 °C de (a) pCD 14,0 mmol.L™* em BPR 5,0 mmol.L%; (b)

BCD 14,0 mmol.L"* em BPR 2,5 mmol.L ™,

Dessa forma, a solugdo de BPR foi diluida para 1,0 mmol.L™* mantendo a concentragio

da solugdo de BCD. A Figura 3.9(a), apresenta as curvas de diluicdo entre a &gua tipo | e as solucdes

de BCD e BPR, as quais foram subtraidas com o intuito de eliminar os efeitos da interacdo entre

0s compostos e o solvente. O perfil da curva foi préximo de um perfil sigmoide, e os sinais finais
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de diferenca de calor foram constantes e proximos de zero, conforme esperado (Figura 3.9(b)). Os

parametros termodindmicos obtidos pelo ajuste ndo-linear da curva estdo descritos na Tabela 3.4.
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Figura 3.9 — Perfil de titulagdo a 37 °C: (a) m BCD 14,0 mmol.L™ em agua tipo I; m 4gua tipo |
em BPR 1,0 mmol.L™; m BCD 14,0 mmol.L"* em BPR 1,0 mmol.L™. (b) Curva final apds

subtracdo dos efeitos de interacdo e ajuste ndo-linear.

Tabela 3.4 — Parametros termodinamicos para os sistemas pCD 14,0 mmol.L™ em BPR 1,0
mmol.Lt a 37,47 e 57 °C.

T (°C) N Ka AH° / KImolt TAS°/KJmol! AG®/KJmol™
37 1,1+0020 6.350,0+2404 -256+1,1 3111 225+0,1
47 110010 4.3100£200  -288+0,7 -6,6+0,7 -22,340,0
57 1,1+0004 3.0600+1838  -309+16 89+17 -22,0£0,2

A partir do ajuste da curva foi possivel obter um coeficiente estequiométrico de 1,1 + 0,02,
correspondente a um composto de incluséo de estequiometria 1:1 (BCD:BPR). Altos valores de Ka
indicam que uma maior concentracdo de composto de inclusédo esta presente em solucéo do que as

espécies livres, sendo um forte indicio de interagcBes mais efetivas. (KLOTZ e ROSENBERG,
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2008). A curva obtida apresenta um perfil sigmoide caracteristico de sistemas com alta constante
de associacdo descritos na literatura, sugerindo a existéncia de uma forte interacdo entre as
moléculas BCD e BPR (TURNBULL e DARANAS, 2003; DE SOUSA et al., 2008; MEIRA et al.,
2018). O valor de K, estimado, 6.350,0 + 240,4, confirma tal afirmacdo, uma vez que 0 mesmo é
relativamente alto quando comparado a outros estudos de compostos de inclusdo envolvendo a
BCD reportados em literatura (DENADALI et al., 2007; DE PAULA et al., 2012; MOURA et al.,
2016; MEIRA et al., 2018).

Com os valores de AH® e AS® obtidos pelo programa, foi possivel calcular AG® e TAS®
utilizando as equacbes termodindmicas descritas no capitulo 1, secdo 1.4.2. O processo de
formacdo do composto de inclusdo se mostrou espontaneo, dado o valor negativo de AG® (-22,5 +
0,1 kJmol?) e exotérmico (AH® = -25,6 + 1,1 kimol™?).

No que se refere ao processo de formacdo de compostos de incluséo, a contribuicédo
entalpica (AH®) esta relacionada com a quebra e formacao de interagdes entre as moléculas
hospede e hospedeira, sendo estas mais ou menos estaveis. Desta forma, o processo exotérmico
pode estar relacionado com a saida das moléculas de 4gua do interior da cavidade da CD aliada a
formagdo de novas interacdes cooperativas entre a BCD e o farmaco BPR, considerando o alto
valor da constante de associacdo (REKHARSKY e INOUE, 1998; REKHARSKY et al., 2002;
LIU e GIO et al., 2002; FERNANDES et al., 2007; KLOTZ e ROSENBERG, 2008).

O termo entrdpico esta relacionado com o grau de organizacdo do sistema como um todo,
logo, o valor negativo de TAS® (-3,1 + 1,1 kJmol™) pode estar associado a uma arquitetura mais
rigida assumida pelas espécies apds a inclusdo, com menor liberdade conformacional que a BCD
e 0 BPR livres (REKHARSKY e INOUE, 1998; REKHARSKY et al., 2002; DENADAI et al.,
2007; KLOTZ e ROSENBERG, 2008).

A formacédo de compostos de inclusdo favorecida entropicamente geralmente apresenta
um valor de TAS® grande e positivo, enquanto que AH® do processo ¢ pequena, |AH®| <|TAS°®|. Ja
processos favorecidos entalpicamente apresentam um ganho entrépico minimo ou negativo e alta
contribuigdo entalpica, [AH°| > |TAS®°| (INOUE et al., 1992; REKHARSKY e INOUE, 1998;
BOUCHEMAL, 2008). Assim, considerando a alta contribuicdo entalpica e a reducdo da entropia,
pode-se concluir que o processo de formacdo do composto de inclusdo BCD:BPR ¢ favorecida
entalpicamente, sendo necessario um valor muito alto de entropia para superar a entalpia do

sistema. Um comportamento termodinamico muito semelhante foi observado por Stojanov e
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colaboradores (2011), a partir de experimentos de ITC a 30 °C, para um sistema envolvendo a
BCD e o farmaco Cetirizina. Os dados termodindmicos obtidos pelos autores mostraram uma alta
contribuicdo entalpica (AH® = -4733,00 KJmol?) atrelada a um pequeno valor de entropia (TAS®
= -9,79 KJmol™Y), indicando que o processo de formacio do composto de inclusio é favorecido
entalpicamente (STOJANOV, WIMMER e LARSEN, 2011).

De forma adicional, apds o ajuste da concentracdo das solugdes utilizadas, foram
realizadas titulagdes nas temperaturas de 47 e 57 °C com o intuito de observar um perfil
termodinamico em diferentes temperaturas. As curvas de diluicdo e o perfil das titulagdes nas
temperaturas de 47 e 57 °C estdo apresentados nas Figuras 3.10 e 3.11, respectivamente. Os
parametros termodindmicos obtidos pelo ajuste ndo-linear da curva para tais temperaturas estao

descritos na Tabela 3.4.
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Figura 3.10 — Perfil de titulagdo a 47 °C: (a) m PCD 14,0 mmol.L! em agua tipo |; m 4gua tipo |
em BPR 1,0 mmol.L; m BCD 14,0 mmol.L™* em BPR 1,0 mmol.L™. (b) Curva final apds

subtracéo dos efeitos de interacdo e ajuste ndo-linear.
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Figura 3.11 — Perfil de titulagdo a 57 °C: (a) m PCD 14,0 mmol.L em agua tipo |; m 4gua tipo |
em BPR 1,0 mmol.L?; m BCD 14,0 mmol.L™* em BPR 1,0 mmol.L. (b) Curva final apos

subtracéo dos efeitos de interacdo e ajuste ndo-linear.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 3.4, verifica-se que mesmo com o
aumento da temperatura os coeficientes estequiométricos obtidos correspondem a um composto
de inclusdo de estequiometria 1:1(BCD:BPR). A estequiometria obtida por ITC condiz com a
estimada observando o diagrama de solubilidade de fases, o qual apresentou um perfil do tipo AL
conforme ja descrito anteriormente, reiterando que para tais perfis razdes estequiométricas de 1:1
(CD:Farmaco) sdo frequentes (DAVIS e BREWSTER, 2004; COUTO, SALUSTIO e CABRAL-
MARQUES, 2014).

Analisando os valores de Ka, foi possivel observar que o aumento da temperatura
desfavorece a interagdo entre BPR e BCD, efeito este também observado por Meira et al. (2018)
em outros sistemas envolvendo a BCD (Tabela 3.5). Contudo, os valores obtidos séo relativamente
altos quando comparados a outros estudos envolvendo a BCD, indicando forte afinidade entre as
moléculas BPR ¢ BCD mesmo com varia¢dao de temperatura (DENADAI et al., 2007; 2009; DE
PAULA et al., 2012; MOURA et al., 2016; MEIRA et al., 2018).
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Tabela 3.5 — Valores de Ka para sistemas envolvendo a CD desfavorecidos pelo aumento da

temperatura obtidos por Meira et al. (2018).

Sistemas Temperaturas / °C Ka
Dodecil sulfato de s6dio:pCD 25 22.450,0
37 17.600,0
47 16.400,0
Atenolol:pCD 25 1.505,0
37 602,0
47 5155
Losartan potéassico:pCD 25 799,5
37 505,0
47 385,0

Quando comparado com o estudo de solubilidade, é possivel observar que os valores de
Ka obtidos por ITC, nas trés temperaturas em estudo, sdo bem mais altos do que os determinados
pelo diagrama de solubilidade de fase. O fato da técnica de ITC nao ter fornecido valores proximos
aos determinados no estudo de solubilidade pode ser explicado pela diferenca de medigéo entre as
técnicas. Por meio do diagrama de solubilidade de fase os valores de Ka sdo determinados a partir
de uma analise do perfil de solubilidade e posterior aplicacdo da equacdo de Higuchi e Connors,
ou seja, tem-se uma medicdo indireta atrelada a diversos fatores que podem contribuir para a
propagacao de incertezas (HIGUCHI e CONNORS, 1965; DEL VALLE, 2004; DENADALI, 2006;
KLOTZ e ROSENBERG, 2008). J4 a técnica de ITC € um método que fornece uma medicéo direta
de Ka em um sistema com controle de temperatura e adiabatico, sendo assim, uma técnica mais
seletiva e precisa (TURNBULL e DARANAS, 2003; BOUCHEMAL, 2008; BASTOS e
VELAZQUEZ-CAMPOQY, 2021).

Os valores de AG® negativo indicam que o processo se mantém espontaneo mesmo com
0 aumento da temperatura. Analisando os valores de AH® nota-se que 0 processo fica mais
exotérmico com o aumento da temperatura e h4 uma diminui¢do nos valores de TAS®, indicando
que o processo de formagdo do composto de inclusdo se mantém entalpicamente favoravel mesmo
com o aumento da temperatura. Portanto, é possivel concluir que o aumento da temperatura nao
altera o comportamento termodinamico do sistema CD:BPR. De forma complementar, para as
trés temperaturas, os valores dos parametros termodinamicos obtidos por ITC foram distintos dos
determinados no estudo de solubilidade, fato este que também pode ser explicado pela medicéo
indireta aplicada no dltimo. Entretanto, mesmo com valores distintos, 0 mesmo comportamento

termodinamico foi observado no estudo de solubilidade para este sistema.
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Entender variaveis de entalpia e entropia do sistema sdo fundamentais, uma vez que o
reconhecimento molecular em sistemas hdspedes e hospedeiros dependem de inimeras interacfes
intermoleculares, principalmente quando o faz parte do sistema. Neste sentido, forcas atrativas
eletrostéticas e de van der Waals sdo assumidas como resultando em uma entalpia de ligacéo,
enquanto as forcas hidrofobicas sdo, supostamente, caracterizadas por um grande ganho de
entropia. Logo, a compensacdo entalpica/entropica pode ser definida como o processo no qual a
contribuicdo entélpica pode ser compensada por uma contribuigcdo entrépica similar, porém de
direcdo oposta.

Logo, foi observada uma variagdo minima nos valores de AG®, o que pode ser atribuida a
compensacao entalpica/entrépica. Esse fendmeno tem sido amplamente discutido na literatura e
avalia-se que uma mudanga na entalpia do sistema é compensada por uma mudanca na entropia e
vice-versa, logo, espera-se uma variagdo linear entre entalpia e entropia (KRUG, HUNTER e
GRIEGER, 1976; INOE et al., 1993; BOUCHEMAL et al., 2009; FREIRE,2008). A Figura 3.12
traz a correlagdo linear entre os pontos AH® e —TAS® nas diferentes temperaturas estudadas,
obtendo-se um coeficiente de correlagdo igual a -1 (R? = - 1). Dessa forma, é possivel constatar
que a medida que o valor de AH® aumenta o valor de TAS® diminui, sendo um indicio da existéncia

do efeito de compensacao entalpica/entrépica no sistema.
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Figura 3.12 — Gréafico de compensacéo entalpica/entrépica correspondente ao sistema BCD 14,0
mmol.Lt e BPR 1,0 mmol.L? nas temperaturas de 37, 47 e 57 °C.
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3.4.2. Sistema HPBCD:BPR

Para a andlise da interacao entre a HPBCD e o farmaco BPR, inicialmente, foi realizada
uma titulagdo a 37 °C utilizando uma solugio aquosa de HPBCD 14,0 mmol.L™* como titulante e
uma solugdo aquosa de BPR 1,0 mmol.L? como titulado. Entretanto, néo foi obtida uma curva
definida como esperado e a diferenca de calor resultante da interagdo mostrou valores pequenos e
que pouco variaram no decorrer da titulacdo (Figura 3.13(a)).

Sendo assim, para tentar melhorar os resultados, aumentou-se a concentragdo de HPBCD
para 30,0 mmol.L™* mantendo a concentragio de BPR e uma nova titulacdo foi realizada. Nestas
condicdes, embora a diferenca de calor resultante da interagéo tenha apresentado valores um pouco
maiores estes ainda eram pequenos e a curva obtida ainda ndo estava bem definida (Figura
3.13(b)).
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Figura 3.13 — Perfil de titulagdo a 37 °C de (a) HPBCD 14,0 mmol.L™* em BPR 1,0 mmol.L%; (b)
HPBCD 30,0 mmol.L* em BPR 1,0 mmol.L™.

Dessa forma, foi realizada uma nova titulagao com uma solugio aquosa de HPBCD 60,0

mmol.L em uma solucio aquosa de BPR 1,0 mmol.L™. Como resultando nestas condig@es, a
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diferenca de calor resultante da interacdo mostrou valores um pouco maiores do que nas condic¢des
anteriores, mas estes ainda eram relativamente pequenos. Entretanto, foi obtida uma curva definida
a qual mesmo fora do perfil sigmoide esperado se ajustou ao modelo aplicado, sendo possivel obter
os dados termodinamicos. As curvas de dilui¢do entre a dgua tipo I e as solugoes de HPBCD e BPR
estdo apresentadas na Figura 3.14 (a) Tais curvas foram subtraidas para eliminar os efeitos da
interacdo entre os compostos e o solvente. A Figura 3.14 (b) mostra o perfil de titulacdo apés a
subtracdo da interagdo com o solvente. Os parametros termodinamicos obtidos pelo ajuste ndo-

linear da curva estdo descritos na Tabela 3.6.
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Figura 3.14 — Perfil de titulagdo HPBCD 60,0 mmol.L™* em BPR 1,0 mmol.L?* a 37 °C.

Tabela 3.6 — Pardmetros termodinamicos para os sistemas HPBCD 60,0 mmol.L™* em BPR 1,0
mmol.L Y a 37,47 e 57 °C.

T (°C) N Ka AH®° / KImolt  TAS°/KJmolt! AG°/KJImol?
37 2,2+0,2 418,0%29,7 -3,0+0,1 125+0,2 -15,6 +0,2
47 23+01 4235+1438 -4,2+0,3 11,8+04 -16,1+0,1
57 2,3+0,1 454,0+43,1 -5,6 £0,0 11,2+0,2 -16,6 +0,1
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O ajuste da curva permitiu obter um coeficiente estequiométrico de 2,2 + 0,2. O valor
fracionado sugere a formacdo de equilibrios maltiplos em solucdo, sendo um indicio de que
compostos de inclusdo com diferentes estequiometrias coexistem em equilibrio. Resultados
semelhantes tém sido relatados para outros sistemas supramoleculares envolvendo CDs e
diferentes moléculas hospedes (DE SOUSA et al., 2008; PASSOS et al., 2011; DE PAULA et al.,
2012; MEIRA et al., 2018).

O valor de Ka estimado (418,0 £ 29,7) foi pequeno quando comparado ao sistema
BCD:BPR (6.350,0 + 240,4), sugerindo uma interagdo mais fraca entre o farmaco BPR e a HPBCD.
A fraca interacao entre as entidades também foi verificada pelo perfil da curva, que ndo apresenta
uma inflexdo acentuada, caracteristica de sistemas com fortes interacdes e alto valor de Kj
(TURNBULL e DARANAS, 2003; DE SOUSA et al., 2008; PASSOS et al, 2011; MEIRA et al.,
2018). Valores mais baixos de Ka sao descritos em outros estudos envolvendo a molécula HPBCD
reportados na literatura (FERNANDES et al., 2007; DE PAULA et al., 2011; GONTIJO et al.,
2015). A diferenca dos valores de Ka entre os sistemas estudados pode ser atribuida a presenca do
grupo hidroxipropil na molécula de HPBCD. A preseng¢a de um grupo volumoso na molécula
HPBCD, pode ocasionar uma maior dificuldade da mesma em se aproximar da molécula de BPR
do que a BCD, devido ao impedimento estérico.

Mesmo com uma constante de associacdo baixa, o processo de formacdo do composto de
inclusdo foi espontaneo (AG® = -15,5 # 0,2 KImol™?) e exotérmico (AH® = -3,0 + 0,1 KJmol™).
Como a AH® do sistema pode ser associada a saida das moléculas de agua do interior da cavidade
da CD para acomodar a molécula hospedeira, e com a formacdo de possiveis interacbes
cooperativas entre as duas moléculas, o baixo valor de AH® refor¢a a existéncia de intera¢des mais
fracas entre a HPBCD e o farmaco BPR. Ja o termo entrdpico, o qual esta relacionado com o grau
de desordem do sistema, se mostrou positivo (TAS® = 12,5 + 0,2 KIJmol™), o que pode estar
associado tanto ao efeito hidrofobico resultante da liberacdo das moléculas de agua da cavidade
da HPBCD quanto da existéncia de equilibrios multiplos, aumentando o nimero de espécies em
solucdo (REKHARSKY e INOUE, 1998; FERNANDES et al., 2007; DE SOUSA et al., 2008;
MORAIS et al., 2016; MEIRA et al., 2018).

Como j& mencionado na secdo 3.4.1 deste capitulo, processos que apresentam um valor
de TAS® positivo e AH® pequena, |[AH®| < |TAS°®|, s@o favorecidos entropicamente (INOUE et al.,
1992; REKHARSKY e INOUE, 1998; BOUCHEMAL, 2008). Logo, a baixa contribuicdo
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entélpica atrelada a um ganho entrépico, observados no sistema em questdo, mostram que a
formacao do composto de inclusaio HPBCD:BPR ¢ favorecida pela entropia.

De forma complementar, apos o ajuste da concentracdo das solugdes utilizadas, para este
sistema também foram realizadas titulagbes adicionais com o intuito de obter um perfil
termodinamico em diferentes temperaturas. As curvas de diluicdo bem como o perfil das titulagdes
nas temperaturas de 47 e 57 °C estdo apresentados nas Figuras 3.15 e 3.16, respectivamente. Os
parametros termodinamicos obtidos pelo ajuste ndo-linear da curva para as temperaturas em estudo

estdo descritos na Tabela 3.6.
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Figura 3.15 — Perfil de titulagdo a 47 °C: (a) m HPBCD 60,0 mmol.L™ em agua tipo I; m 4gua
tipo 1 em BPR 1,0 mmol.L; m HPBCD 60,0 mmol.L™ em BPR 1,0 mmol.L™. (b) Curva final

apos subtracédo dos efeitos de interacdo e ajuste ndo-linear.
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Figura 3.16 — Perfil de titulagdo a 57 °C: (a) m HPBCD 60,0 mmol.L™ em agua tipo I; m 4gua
tipo I em BPR 1,0 mmol.L*; m HPBCD 60,0 mmol.L* em BPR 1,0 mmol.L™. (b) Curva final

apos subtracdo dos efeitos de interacdo e ajuste ndo-linear.

Com base nos valores apresentados na Tabela 3.6, verifica-se que a 47e 57 °C o0s
coeficientes estequiométricos também apresentaram valores fracionados, o que sugere a formacao
de equilibrios multiplos em solu¢ao, como descrito para o sistema a 37 °C. Além disso, foi
observado que o aumento da temperatura favoreceu a interagdo entre BPR e HPBCD, verificado
pelo aumento dos valores de Ka. Contudo, tais valores sdo relativamente baixos quando
comparados aos obtidos no sistema envolvendo a BCD e o farmaco BPR para as mesmas
temperaturas. Para este sistema, utilizando a técnica de ITC, os valores de Ka estimados também
ndo foram préximos aos determinados no estudo de solubilidade. Tal fato esta atrelado a diferenca
de medicdo entre as técnicas, uma vez que a ultima ndo apresenta medicGes diretas, estando
associada a fatores que contribuem para propagacdo de incertezas, conforme elucidado
anteriormente (HIGUCHI e CONNORS, 1965; DEL VALLE, 2004; DENADAI, 2006; KLOTZ e
ROSENBERG, 2008).
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Os valores negativos obtidos para AG° indicam que mesmo com o aumento da
temperatura 0 processo se mantém espontaneo. Para as trés temperaturas em estudo foram
observados pequenos valores de AH® e valores positivos de TAS®, sendo ainda constatado uma
diminuicdo da entalpia atrelada a um ganho entrépico com o aumento de temperatura. Tais
resultados indicam que a formacéao do composto de inclusdo se mantém favorecida entropicamente
e que o aumento da temperatura ndo altera o comportamento termodindmico do sistema
HPBCD:BPR. Para este sistema, os valores dos pardmetros termodindmicos obtidos por ITC
também foram diferentes dos determinados no estudo de solubilidade para as duas estequiometrias
assumidas no ultimo, porém, o mesmo comportamento termodindmico foi observado mediante
ambas as técnicas.

De forma complementar, uma pequena variagdo nos valores de AG® foi observada,
podendo ser atribuida ao fenbmeno de compensacdo entélpica/entropica. No grafico de
compensacdo apresentado na Figura 3.17 é possivel observar uma boa correlacdo linear entre os
valores de AH® e ~TAS® (R? =-0,996). Logo, a diminuicio entalpica acompanhada de um aumento

da entropia € um indicativo da existéncia do efeito de compensacéo entalpica/entropica no sistema.
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Figura 3.17 — Grafico de compensacéo entélpica/entrdpica correspondente ao sistema HPRCD
60,0 mmol.L™* e BPR 1,0 mmol.L™ nas temperaturas de 37, 47 e 57 °C.
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3.5. Ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de RMN, € a técnica mais importante para a verificagdo da efetividade
daincluséo, pois a mesma auxilia na compreensdo dos sitios de interacdo entre a molécula hospede
e a cavidade da CD (SCHNEIDER, 1998; MURA, 2014). Portanto, experimentos de RMN uni- e
bidimensionais foram realizados para a confirmacdo da formacdo dos compostos de inclusdo
BCD:BPR ¢ HPBCD:BPR.

Para as moléculas de CD estudadas nédo foi necessaria uma discussdo dos espectros de
RMN *H, uma vez que a mesma ja é muito bem elucidada na literatura em diferentes solventes.
Schneider (1998), detalha em seu trabalho as atribui¢Ges dos sinais dos hidrogénios para CDs em
diferentes solventes. Considerando os experimentos de RMN *H para BCD a 400 MHz, utilizando
D20 como solvente, o autor demonstrou que os hidrogénios internos da CD, H3, H5 e H6,
apresentam valores de deslocamento quimico (&) proximos de 3,58, 3,47 e 3,48 ppm,
respectivamente. J& os hidrogénios externos da CD, H1, H2 e H4, apresentam valores 6 proximos
de 4,68, 3,26 e 3,19 ppm, respectivamente. Os hidrogénios das hidroxilas ndo aparecem pois estes
sdo trocados pelo 4&tomo de deutério do solvente (SCHNEIDER, 1998). Como a HPBCD é uma
CD derivada da BCD as atribui¢Bes descritas acima também séo aplicaveis a mesma. A Figura 3.18
traz a representacdo estrutura de um monémero glicosidico de CD com respectiva identificacdo

dos hidrogénios internos e externos.

Figura 3.18 — Representacdo estrutural do mondmero glicosidico da CD com respectiva

identificacdo dos hidrogénios.
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Os hidrogénios do farmaco BPR livre foram atribuidos com base em uma analise conjunta
de experimentos unidimensionais de 'H e *C e bidimensionais de correlagdo homo- e
heteronucleares. O espectro de RMN *H do BPR obtido a 600 MHz, em CDCls, esta apresentado
na Figura 3.19. O farmaco BPR apresenta em sua estrutura quimica quatro carbonos
estereogénicos, que resulta na presenca de diferentes enantibmeros, dificultando as atribuigdes.
Logo, o CDCIz foi utilizado como solvente a fim de obter espectros com melhor resolugéo, e assim,

ser possivel a atribuicdo dos sinais de ressonancia do isbmero majoritario.

[re]

- bl

T T T T T T T T : T T T T T T T T T T ;
12 10 8 6 4 z [ppm]

Figura 3.19 — Espectro de RMN de *H do BPR a 600 MHz em CDCls.

Para uma melhor visualizacdo dos sinais de hidrogénio do BPR foram montadas
expansdes do seu espectro de hidrogénio em duas regides, sendo a primeira delas na regido de 6
entre 5,0 a 8,0 ppm, e a segunda na regido de 6 entre 0,5 a 4,0 ppm. As expansdes supracitadas

estdo apresentadas nas Figuras 3.20 e 3.21, respectivamente.
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Figura 3.20 — Expanséo do espectro de RMN de *H do BPR para a regi&o de & entre 5,0 a 8,0
ppm.
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Figura 3.21 — Expansdo do espectro de RMN de 'H do BPR para a regido de & entre 0,5 a 4,0
ppm.
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As atribui¢des dos sinais dos hidrogénios para o isdmero majoritario do BPR encontram-
se apresentadas na Tabela 3.7. Os sinais de hidrogénio observados para o BPR estdo de acordo
com aqueles relatados na literatura, tambeém utilizando o CDClIs como solvente e considerando as
atribuicGes apenas do isdmero majoritario (KUZ’MINA et al., 2017).

Tabela 3.7 — Valores de descolamento quimico (8) para os hidrogénios do isbmero majoritario
de BPR, a 600 MHz em CDCls.

Hidrogénios 8 H/ppm Hidrogénios 8 H/ppm Hidrogénios & !H/ppm

1" -CH 3,07 2” -CH 7,39 2 -CH2 239e291
2” -CH 1,81 3” -CH 7,30 3 -CHz 246320
3 -CH: 0,81e1,22 4 -CH 7,21 4 -CH: 2,40
4 -CH 2,67 5” -CH 7,30 5 -CH: 2,61
5 =CH 6,01 6” -CH 7,39 6 -CH: 1,27
6© =CH 6,21 7 -CH: 2,61
7 -CH» 1,27e1,35 8 -CH: 2,40

Com base nas atribuicdes dos hidrogénios do farmaco BPR e considerando as atribuicdes
dos hidrogénios das CDs ja bem elucidadas na literatura, conforme ja mencionado, foi possivel
avaliar a formacéo dos compostos de inclusdo BCD:BPR e HPBCD:BPR na razdo molar de 1:1.

Logo, os compostos de incluséo foram analisados utilizando a combinacgdo de experimentos de
RMN de 'H e ROESY H-IH.

3.5.1. Sistema CD:BPR

O espectro de RMN de *H do composto de inclusdo CD:BPR foi realizado a 600 MHz,
utilizando D>O como solvente. O referido espectro encontra-se apresentado na Figura 3.22 com as
respectivas atribui¢es de sinais de hidrogénio da BCD e do BPR. Adicionalmente, para uma
melhor visualizacdo dos sinais de hidrogénio, expansdes do espectro de hidrogénio do composto

de inclusdo BCD:BPR séo apresentadas nas Figuras 3.23 e 3.24.
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Figura 3.22 — Espectro de RMN de *H do composto de inclusdo BCD:BPR a 600 MHz em D-0,

com as respectivas atribuicdes dos sinais de hidrogénio.
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Figura 3.23 — Expansdo do espectro de RMN de *H do composto de inclusdo BCD:BPR para a

regido de o entre 4,0 a 8,0 ppm.
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Figura 3.24 — Expansdo do espectro de RMN de *H do composto de inclusdo BCD:BPR para a
regido de 6 entre 0,0 a 4,2 ppm.

Experimentos de RMN *H sdo importantes para a confirmacio da efetividade de inclusédo
a partir da variacdo dos deslocamentos quimicos de hidrogénios livres e envolvidos no composto
de inclusdo (SCHNEIDER, 1998; MURA, 2014). Entretanto, como 0S experimentos para o
farmaco BPR precisaram ser realizados utilizando CDCls como solvente, e ndo D>O como 0s
compostos de incluséo, ndo é possivel avaliar a variagao de 6 dos hidrogénios. Para 0s compostos
de inclusdo recomenda-se que 0s experimentos sejam conduzidos em agua/D20 ou DO, uma vez
que pode haver uma competicao de outros solventes com a cavidade da CD, afetando o composto
formado. Embora ndo seja possivel avaliar a variacdo de deslocamentos quimicos, foi observado
a presenca tanto dos hidrogénios da BCD quanto do farmaco BPR no espectro de RMN H do
composto BCD:BPR.

De forma complementar, foram conduzidos experimentos 2D ROESY !H-'H para
confirmar as correlacGes espaciais a curta distancia entre os hidrogénios do BPR e os hidrogénios
da BCD. Tal analise permite a compreensao dos sitios de interagdo entre as moléculas hospede e
hospedeira, e assim, a confirmacdo da incluséo (SCHNEIDER, 1998; MURA, 2014). O mapa de

correlacdo espacial do composto de inclusdo CD:BPR esta apresentado na Figura 3.25.
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No mapa de correlacdo 2D-ROESY foram observadas manchas de correlacdo a curta
distancia entre os hidrogénios H” do anel aromatico, denominado A, do farmaco e os hidrogénios
internos da CD. Também sdo observadas manchas de correlacdo a curta distancia entre 0s
hidrogénios, H2’, H4’, H5’ e H6’ do anel B e H2, pertencentes ao farmaco BPR, e os hidrogénios
internos da CD. Tais correlages confirmam a inclusdo do farmaco na cavidade da BCD e indicam
que a inclusao ocorre tanto pelo anel aromatico A quanto pelo anel B do BPR. Considerando a
estequiometria determinada por ITC (1:1) e o grande tamanho da molécula de BPR, pode-se
pressupor que composto de inclusdo BCD:BPR (1:1) em diferentes formas de inclusdo coexistam
em solucdo. Adicionalmente, a quantidade e a intensidade das manchas de correcdo presentes no
mapa confirma a existéncia de fortes interagdes entre as moléculas de BPR e BCD, corroborando

com os resultados de ITC. Outras correlacbes menos evidentes foram consideradas ruidos.
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Figura 3.25 — Mapa de correlagido de RMN 2D-ROESY H — 'H do composto de inclusdo
BCD:BPR a 600 MHz em D»O, com as respectivas atribui¢cées dos principais sinais de

hidrogénio.

3.5.2. Sistema HP BCD:BPR

O espectro de RMN de *H do composto de inclusdo HPBCD:BPR a 600 MHz, em D0,

encontra-se apresentado na Figura 3.26 com as respectivas atribuicdes de sinais de hidrogénio da
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HPBCD e do BPR. De forma adicional, expansbes do espectro de hidrogénio do composto de
inclusdo BCD:BPR séo apresentadas nas Figuras 3.27 e 3.28, para uma melhor visualizagcdo dos
sinais de hidrogénio.

Os experimentos de RMN *H para o farmaco BPR livre e para o composto HPBCD:BPR
também foram conduzidos em diferentes solventes, CDClz e D20, respectivamente. Como ja
mencionado, devido a presenca de isbmeros do farmaco, fez-se necessario a mudanca de solvente
do experimento de RMN H do BPR para a obtencdo de um espectro de maior resolugo. Logo,
conforme a discussdo para o sistema PCD:BPR, ndo ¢ possivel avaliar a variacdo de & dos
hidrogénios para esse sistema. Entretanto, embora ndo seja possivel avaliar a variagcdo de
deslocamentos quimicos, a presenca tanto dos hidrogénios da HPBCD quanto do farmaco BPR
foram observadas no espectro de RMN *H do composto HPBCD:BPR.
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Figura 3.26 — Espectro de RMN de *H do composto de inclusdo HPBCD:BPR a 600 MHz em

D-0, com as respectivas atribui¢bes dos sinais de hidrogénio.
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Figura 3.27 — Expansdo do espectro de RMN de *H do composto de inclusio HPBCD:BPR para
a regido de o entre 4,5 a 8,0 ppm.
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Figura 3.28 — Expansdo do espectro de RMN de *H do composto de inclusio HPBCD:BPR para
a regido de o entre 0,0 a 4,4 ppm.
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De forma complementar, a Figura 3.29. apresenta 0 mapa de correlacdo espacial 2D-
ROESY do composto de inclusdo HPBCD:BPR, permitindo uma avaliagdo da corregdo espacial
entre os hidrogénios do BPR e da HPBCD. Para esse sistema, foram observadas manchas de
correlacdo a curta distancia entre os hidrogénios H” do anel aromético (A) e H6’ e H4” do anel B
do farmaco BPR e os hidrogénios internos da cavidade da CD. As correlacdes supracitadas
confirmam a inclusdo do farmaco BPR na cavidade da CD e indicam que a inclusdo ocorre tanto
pela regido aromatica (anel A) quanto por parte do anel B do farmaco. Os dados de ITC, para esse
sistema, apresentaram coeficientes estequiométricos fracionados, sugerindo a existéncia de
diferentes estequiometrias em solucgéo, logo, pode-se supor gue tanto compostos com diferentes
formas de inclusdo quanto com diferentes estequiometrias coexistem em solugéo.

Adicionalmente, fazendo um comparativo entre a quantidade e a intensidade das manchas
de correcdo presentes no mapa de correlacdo 2D-ROESY dos dois sistemas em estudo, observa-se
menores interacdo entre 0 BPR e a HPBCD. Logo, os experimentos de RMN confirmam a
existéncia de maiores interagdes entre 0 BPR e a BCD, o que corrobora com os dados de ITC que
mostram interacGes mais fortes para o sistema envolvendo a BCD, considerando os altos valores

de K, para esse sistema quando comparados aos do sistema envolvendo a HPBCD.
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Figura 3.29 — Mapa de correlagdo de RMN 2D-ROESY !H — 'H do composto de inclusio
HPBCD:BPR a 600 MHz em D0, com as respectivas atribui¢cdes dos principais sinais de
hidrogénio.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos composto de inclusdo formados pelo farmaco BPR e as
moléculas de BCD e HPPBCD. Esses compostos foram caracterizados por diferentes técnicas em
solucdo, as quais foram imprescindiveis para a determinacdo da termodinamica envolvida no
processo de formacdo dos sistemas e também da compreensdo dos sitios de interacdo entre as
espécies quimicas.

Os estudos termodinamicos mostraram que o processo de formagdo dos compostos de
inclusdo, BCD:BPR e HPBCD:BPR, ¢é espontaneo, mesmo em diferentes temperaturas, porém, o
primeiro é favorecido pela entalpia enquanto que o segundo é favorecido entropicamente. Quanto
a estequiometria, os resultados de ITC mostraram uma relacdo de 1:1 para o sistema BCD:BPR,
enquanto que para o sistema HPBCD:BPR foram obtidos valores fracionados dos coeficientes
estequiométricos e estes sugerem que compostos de inclusdo com diferentes estequiometrias
coexistem em equilibrio.

Também foi possivel verificar que as constantes de associacdo estimadas por ITC para o
sistema BCD:BPR apresentaram valores elevados, sendo estes consideravelmente maiores que as
estimadas para o sistema HPBCD:BPR, sugerindo que o farmaco BPR interage mais fortemente
com a BCD do que com a HPBCD. O que foi confirmado pelos experimentos de RMN, que
mostraram correlacdes a curta distancia em maiores quantidades e mais intensas para o sistema
envolvendo a BCD.

Adicionalmente, os estudos de solubilidade indicaram que os compostos de inclusao,
BCD:BPR ¢ HPBCD:BPR, possuem solubilidade superior a do farmaco BPR livre, mostrando que
a inclusdo de BPR com ambas CDs pode promover um aumento na solubilidade desse farmaco.
Esses dados sdo interessantes no contexto de aplicacdo das CDs como excipientes na melhoria de
formulacdes farmacéuticas de baixa solubilidade em agua.

Assim, os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que embora a fCD possua
interacGes mais fortes com o BPR do que a HPBCD, o farmaco BPR forma compostos de incluséo
tanto com a BCD quanto com a HPBCD, e ambas sdo capazes de aumentar a solubilidade desse
farmaco. Conforme discutido, a inclusdo de farmacos com baixa solubilidade em agua com CDs
pode aumentar a sua solubilidade e por consequéncia ocorre um aumento da sua

biodisponibilidade, melhorando a eficacia do medicamento. Além disso, a inclusdo pode
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proporcionar uma reducdo dos efeitos colaterais associados a administracdo por via oral que esse
farmaco apresenta. Logo, os dois sistemas estudados sdo promissores para futuros teste bioldgicos,
0s quais poderao verificar a citotoxicidade desses compostos e a aplicabilidade dos mesmos como
novos dispositivos de liberagéo.
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